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Introduccion

l. INTRODUCCION

La preservaciéon de alimentos y los componentes que los constituyen en
estado congelado o deshidratado, presentan un interés importante en el
campo de la investigaciéon y en sus aplicaciones tecnoldgicas. La exposicion
de biomoléculas Idbiles (pigmentos, vitaminas, aceites esenciales, aromas) a
condiciones extremas de humedad y temperatura da lugar a la degradacién
de las mismas. Es asi como la tecnologia de la encapsulacién se ha
desarrollado notablemente en los Ultimos anos y es aplicada en la industria de
los alimentos, farmacéutica, cosmética y quimica con el fin de aumentar la
estabilidad y retencién de dichos compuestos (Sanguansri y Augustin, 2006;

Heinzen, 2002; Madene y col, 2006).

I.1.  ENCAPSULACION DE BIOMATERIALES

La encapsulacion, en un sentido amplio, puede ser definida como una
técnica por el cual un material o mezcla de materiales es cubierto o atrapado
por otro material. Al material “afrapado” se lo denomina ingrediente activo,
nUcleo, fase interna o relleno; y al material encapsulante se denomina
cdscara, recubrimiento o material de pared y puede variar tanto en espesor
como en el numero de capas. La forma de las cdpsulas formadas es
generalmente esférica, pero se ven fuertemente influenciadas por la estructura

del material original no encapsulado (Dziezak, 1988).
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De un modo particular, en la industria alimentaria, esta tecnologia
consiste en cubrir pequenas particulas de ingredientes (lipidos, dacidos
orgdnicos, sales, enzimas) o ingredientes enteros (pasas, nueces) a traves de
técnicas de microencapsulacion y de cobertura, respectivamente (Figura I.1),
permitiendo la obtencién de productos con mejores caracteristicas sensoriales

y nutricionales (Fereidon y Xiao-Qing, 1993; Madene y col., 2006).

Cubierta

Red Polimérica

Ma'l:erml Material Activo
Activo
MACROCOBERTURA MICROENCAPSULACION

Figural.l. Tipos de encapsulacion de alimentos: macrocobertura vy

microencapsulacion (adaptado de Madene y col, 2006).

MICROENCAPSULACION

Se ha definido a la microencapsulacion como la tecnologia de
almacenar sdlidos, liquidos o gases en cdpsulas diminutas y selladas que
puedan liberar su contenido bajo condiciones especificas (pH, temperaturag,
acidez) al tiempo deseado y velocidad requerida (Gouin, 2004).

La microencapsulacién de ingredientes es aplicada por la industria
alimentaria, farmacéutica y cosmética por varias razones:

1) Protege el material activo del medio externo (luz, oxigeno y humedad).
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2) Disminuye la velocidad de evaporacién o transferencia del material
activo hacia el medio al cual es incorporado.
3) Facilita la manipulacién del ingrediente activo para:
o evitar aterronamiento (polvo leudante)
o facilitar la mezcla del ingrediente activo y lograr una distribucién
uniforme (colorantes, especies, etc.)
o convertir un liquido en un sélido (aceites esenciales)
4) Controla la liberacién del material activo retardéndola hasta que se
produzca el estimulo adecuado (temperatura, pH, agua, etc.)
5) Enmascara un flavor indeseado (vitamina Ay B12)
6) Diluye el material activo cuando es usado en ppm (partes por millén)

pero logrando una distribucidn uniforme del material.

I.1.A. METODOS DE ENCAPSULACION

Se han desarrollado numerosas técnicas para la encapsulacion de
ingredientes alimenticios. La tecnologia general para la formacién de las
microcdpsulas se divide en tres grupos de acuerdo a la naturaleza del método
utilizado:

o fisicos,
e Qquimicos

e fisico-quimicos.

En la Figura 1.2 se muestra un esquema del proceso de encapsulacion y
liberacion de un ingrediente Idbil. En el mismo, se detallan los distintos

métodos y factores que afectan las distintas etapas de dicho proceso.
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Material de la pared Ingrediente activo
Peso molecular Conformacién LA Peso molecular Polaridad
Grupos quimicos Estado fisico Emulsién Volatilidad relativa  Grupos Quimicos
v
Métodos Fisicos ; S i Métodos Quimicos
Métodos Fisico-Quimicos o, c

Inclusién molecular
Secado por Spray

Polimerizacién Interfacia

Separacidn acuosa de fases Enfriamiento por Spray

{coacervacidn) Congelamiento por Spray

Inclusién por Liposomas Spray en lecho fluidizado
Extrusién

Coocristalizacién

Liofilizacién

Microparticulas Estructuras: porosa, compacta
(microcdpsulas/microesferas) Estructuras fisicas: vitrea a crigtalina

% i L Condiciones ambientales
Liberacion controlada Vida dtil

Figura 1.2, Esquema detallando los distinfos métodos posibles para la obtencién de
microparticulas (Adaptado de Madene y col, 2006).
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I.1.A.1. METODOS FiSICOS

Los procesos fisicos para la formacién de microcdpsulas son aquellos
que consisten en la mezcla mecdnica del componente activo y el
componente hospedador para formar una emulsién y la posterior evaporacion
del solvente. Entre estos métodos se pueden mencionar:

= Secado Spray

= Enfriamiento Spray

= Congelamiento por Spray
= Spray en lecho fluidizado
= Extrusion

= Cocristalizaciéon

= Secado por congelacién

& - METODOS QUIMICOS

Los procesos quimicos son menos numerosos en cantidad que los fisicos,
pero son necesarios por su efectividad para la encapsulaciéon de liquidos e
ingredientes en canfidades minimas. Con estos métodos, es posible
encapsular sabores y aromas hasta una cantfidad de 10 ul. Los procesos
quimicos de encapsulacién comprenden:
* Inclusién molecular

=  Polimerizaciéon Interfacial

1.1.A.3. METODOS FiSICO-QUIMICOS

Los métodos de encapsulacién fisico-quimicos son aguellos que

consisten en una combinacién de los métodos fisicos y quimicos. Son de gran

7
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importancia sobre todo para la industria farmacéutica y cosmética. Dichos

métodos comprenden:

» Separaciéon orgdnica de fases
= Coacervacién (Separacién acuosa de fases)

= Inclusidn por liposomas

No existe un Unico método de encapsulaciéon que puede considerarse
como el mdés eficiente ya que su seleccidn depende de varios factores a
saber: la sensibilidad de la molécula huésped, tamano de la micro cdpsula
deseada, propiedades fisico-quimicas (del huésped y del agente
encapsulante), aplicaciones deseadas para el ingrediente, mecanismos de
liberaciéon y también, de su viabilidad econdmica (Fereidon y Xiao-Qing),

1993).

.1.B. MATERIALES DE ENCAPSULACION

Cuando se decide encapsular un ingrediente activo se debe en primer
término seleccionar el material o matriz de encapsulacion.

Existe una gran variedad de polimeros naturales o sintéticos que pueden
ser utilizados como matriz de encapsulacion, y su eleccién va a depender del
material a encapsular y de las caracteristicas morfolégicas y fisicoquimicas
deseadas en la microcdpsula final. La composicion de la cubierta es entonces
el factor principal que determina las propiedades funcionales de la

microcdpsula y también la eleccién del método de encapsulacidn mds
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adecuado para obtener la mejor performance de un ingrediente particular
(Fereidon y Xiao-Qing, 1993, Del Valle, 2004).
Una matriz ideal de encapsulacion deberia reunir las siguientes

propiedades:

e A altas concentraciones, debe poseer buenas propiedades reoldgicas y
facilidad de manipulaciéon durante el proceso de encapsulacion.

e Habilidad de dispersar y emulsificar al compuesto huésped, asi como
estabilizar la emulsidn resultante.

e Serinerte respecto al material a encapsular, ya sea durante el proceso
de encapsulacién o durante el almacenamiento.

e Capacidad al sellar y retener el ingrediente activo dentro de su
estructura durante el procesamiento y almacenamiento.

e Permitir la eliminacién completa del solvente u otros materiales utilizados
durante el proceso de encapsulacion, por secado u otfras técnicas.

e Habilidad para producir méxima proteccién del material activo frente a
las condiciones ambientales (luz, calor y humedad).

e Solubilidad en solventes permitidos en la industria alimenticia, como
aguay etanol.

e Viabilidad econdmica.

Para poder cumplir con la mayor parte de los requerimientos detallados
precedentemente, el material de encapsulacién suele usarse en combinacién
con otros materiales y/o agentes modificadores como antioxidantes, agentes

quelantes y surfactantes.
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Los materiales de encapsulacion mds utilizados en la industria
alimenticia son:
e Gomas:

Las gomas y espesantes generalmente no fienen sabor, pero sin
embargo pueden producir un efecto en el mismo y en el flavor de los
alimentos. Una muestra de esto se da en el caso de los hidrocoloides que
reducen la dulzura (Madene y col., 2006). Entre las gomas mds utilizadas
estdn: carragenato, alginato de sodio, agar.

e Lipidos:

Algunos ejemplos de lipidos utiizados para el proceso de
miroencapsulaciéon son: ceras, parafina, mono y di glicéridos, aceites,
grasas.

e Proteinas:

Se suelen utilizar materiales como gluten, caseina, gelating,
hemoglobina y péptidos. Debido a su estructura quimica posee
propiedades anfifilicas, habilidad de asociarse entre si y de interactuar con
diferentes fipos de sustancias. Esto le confiere propiedades funcionales
excelentes tales como solubilidad, viscosidad, emulsificaciéon y de
formacion de peliculas (Madene y col., 2006).

e Carbohidratos:

Son usados extensamente en la encapsulacion de ingredientes
alimenticios por medio de secado spray, debido a sus propiedades.
Forman parte del material de cubierta u hospedador (Reineccius, 1991).
Estos materiales poseen baja viscosidad a altas concentraciones de sdlidos

y alta solubilidad en agua. Enire los materiales mdas utilizados estdan:

10
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ciclodextrinas, almiddn, maltodextrinas, sacarosa; algunas celulosas como

la carboxi-metil celulosa, metil celulosa y etilcelulosa.

Entre los hidratos de carbono se encuentran las ciclodexirinas, que
debido a sus caracteristicas particulares, poseen numerosas ventajas respecto
a los demdés carbohidratos, y su estudio por lo tanto, merece una atencién

particular.

2. CICLODEXTRINAS

Los principales productos de la fotosintesis son dos polimeros de la
glucosa: la celulosa y el almidén. Estos representan una parte importante de
las fuentes de energia renovable de la Tierra. Sin embargo, mientras la
celulosa es un componente celular resistente y formador de estructuras, el
almidén es un depésito de energia mévil y convertible. Cuando el almiddn es
parcialmente hidrolizado, se producen dexirinas, que bagjo la accién de la
enzima ciclomaltodextrin glucano transferasa (CGT), dan lugar a la formacién

de dextrinas ciclicas (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Representacién grdfica de la formacion de ciclodextrinas a partir del
almidén (adaptada de Bonnet, 2001).

Las ciclodextrinas son entonces, oligosacdridos ciclicos obtenidos
industrialmente por degradacién enzimatica del almidédn (particularmente de
su forma lineal, la amilosa), catalizada por la enzima ciclomaltodextrin glucano

transferasa.

1.2.A. BREVE HISTORIA

Las ciclodextrinas fueron aisladas por primera vez por A. Villiers en 1891.
A partir de la digestién de almiddn por parte del Bacilus amilobacter, Villiers
noté la obtencidén de una pequefia cantidad de material cristalino, ademds
de dexirinas reductoras. Asi, él puso en evidencia a dos productos

(probablemente la B y la a-ciclodexirina). que tenian propiedades fisico-
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quimicas similares a la celulosa, y los llamé “celulosina” (Del Valle, 2004). Ya en
1903, las ciclodexirinas fueron caracterizadas por F. Schardinger como
oligosacdridos ciclicos, por lo que en las primeras publicaciones de
ciclodextrinas, éstas fueron denominadas “dexirinas de Schardinger”. En 1938,
estudios presentados por K. Freudenberg mostraron que las ciclodextrinas
estdn construidas a partir de unidades de D-glucosa unidas entre ellas por
enlaces glucosidicos a(1-> 4) (Bonnet, 2001). Ademds se descubrid que las
ciclodextrinas eran capaces de formar complejos de inclusidén, cuando
empezo a utilizarse la cristalografia de Rayos X para la determinaciéon de
estructuras (Del Valle, 2004). A partir de este momento, el estudio de
ciclodextrinas tomd un impulso considerable, ya que se empezaron a fabricar
industriaclmente, se sintetizaron ciclodextrinas modificadas y ademdas se

obtuvieron diferentes complejos de inclusién (Bonnet, 2001).

1.2.B. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES DE LAS CICLODEXTRINAS

A las ciclodextrinas se les asigna un prefijo (una letra griega) que indica
el nUmero de residuos de glucosa en el anillo. Los tres tipos de ciclodextrinas
mds comunes, a-, B-, y y- (con 6, 7 y 8 residuos de glucosa, respectivamente)
tienen una estructura similar (como la longitud de sus uniones y su orientacion)

pero difieren en el tamano del anillo y en su solubilidad (Figuras 1.4 y 1.5).
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o

c-cyclodextrin 1
(n =6}
M 14.6A
|
[3-cyclodextrin $
(n=7)
15.4A
Y
v-cyclodextrin fl

(n=8)

Figura I.5. Estructura general de la f-ciclodextrina (vista lateral).

14



Introduccion

Estas formas naturales de las ciclodextrinas son cristalinas, no
higroscopicas y homogéneas. Presentan la forma espacial de un cono
truncado (Figura 1.6). Los grupos hidroxilo secundarios del carbono 2 y 3 estdn
ubicados en la parte mds ancha. El grupo hidroxilo primario del carbono 6
estd ubicado en la zona mds angosta del cono. Las cavidades formadas
tienen diferentes didmetros, dependiendo del nUmero de unidades de
glucosa. Ademds, la profundidad es la misma en los tres tipos de ciclodextring,

midiendo aproximadamente 0.8 nm.

Figura 1.6. Estructura tridimensional de la ciclodextrina, mostrando su forma de cono
truncado (adaptado de Szejtli, 2004).

En la Tabla 1.1 se detallan propiedades fisicas y quimicas de los distintos

tipos de ciclodextrinas no modificadas.
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Tabla 1.1. Propiedades Fisicas y Quimicas de las ciclodextrinas naturales: a-

ciclodextrina, B-ciclodextrina y y-ciclodextrina (adaptado de Connors, 1997).

a-CD p-CD y=CD
Unidades de glucosa 6 7 8
Diametro interno (nm) 0.47-0.53 0.60-0.65 0.75-0.83
Profundidad de cavidad (nm) 0.79 0.79 0.79
pK, valor 123 12.2 12:1
Solubilidad en agua * 145 18.5 232
PM (DA) 972 1135 1297
Volumen de cavidad (aprox.)™** 174 262 427
Agua cristalina (%, w/w) 10.2 13.2 45 8.13 17.7
Interaccién hidrofobica CD- cavidad CD-cavidad CD-cavidad
Puente de Hidrégeno glucosa-OH glucosa-OH glucosa-OH
AH® (solution), keal/mol 7.67 8.31 7.73
A S° (solution), cal/(mol K) 13.8 11.7 14.7

* (mg mml™, 25 °C); ** (10° pm®).

Debido a su estructura circular y la posicidn particular de los grupos
hidroxilos, la ciclodextrina es anfifilica, y tiene por ende, dos zonas con
propiedades distintas:

e una parte interior hidrofébicay,
e una exterior, hidrofilica.

Esta naturaleza anfifilica es justamente la que brinda a las ciclodextrinas
su propiedad mds interesante: formar complejos supramoleculares en solucidn
acuosa con una molécula que se aloja dentro de su cavidad.

Los &dtomos de hidrégeno y oxigeno glicosidico estdn orientados hacia el
interior de la molécula circular, formando una cavidad con una alta densidad
electrénica y de naturaleza hidrofébica. Esto es justamente lo que va a
permitir que puedan interactuar con moléculas orgdanicas y puedan formar
una asociacidén o complejo estable. En cambio, los grupos hidroxil polares de

los mondmeros de glucosa estén orientados hacia el exterior de la molécula
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de ciclodexirina y estos van a ser responsables de las propiedades de
solubilidad acuosa de la ciclodextrina y sus complejos.

Las fuerzas de unidn o asociaciones involucradas en la formacion de los
complejos son débiles, tales como fuerzas de Van der Waals, dipolo-dipolo, o
puentes de hidrégeno. Sin embargo, estas asociaciones son lo suficientemente
fuertes para permitir que el complejo mantenga integra su estructura.

Quimicamente, las ciclodextrinas son compuestos estables. Al no tener
un grupo reductor final, no existe la posibilidad de que puedan producirse
reacciones de azucares reductores, a menos que ocurra una hidrdlisis de la
ciclodextrina. Si bien los dcidos fuertes como el dcido clorhidrico o sulfurico,
pueden hidrolizar la ciclodextrina en un cierto porcentaje, dependiendo de la
concentracién y de la temperatura, los dcidos débiles como el dcido acético
no tienen ningun efecto. Es importante también destacar que a los valores de
pH que normalmente se encuentran en los alimentos, las ciclodextrinas no
pueden hidrolizarse.

En sintesis podemos decir que las ciclodextrinas:

1. Son productos semi naturales producidos a partir del almidén, material
natural renovable, por una conversidon enzimdtica simple.

2. Son producidos en cantidades de miles de toneladas por afo a traves
de tecnologias no dafinas para el medio ambiente.

3. A pesar de que en un inicio salieron a la venta a un alto precio, éste ha
bajado al punto de ser aceptable para la mayoria de procesos

industriales.
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4. Debido a su habilidad para formar complejos de inclusién, se pueden
cambiar dramdticamente las propiedades de la molécula huésped
(Polyakov y col., 2004 (b)).

5. Se pueden eliminar posibles efectos téxicos del huésped si se escoge
correctamente el tipo de ciclodexirina y su proceso de encapsulacion.

6. Debido a que puede eliminar posibles efectos toxicos del huésped, las
ciclodextrinas pueden ser consumidas por el ser humano como

ingredientes en alimentos, drogas o cosméticos (Szejtli, 1998).

1.2.C. MECANISMO DE ENCAPSULACION

Tal como se menciond en la seccién anterior, la caracteristica mds
notable de las ciclodextrinas es su habilidad para formar complejos de
inclusién sélidos (por encapsulacién molecular) con una amplia variedad de

compuestos sélidos, liquidos y gaseosos (Figura 1.7).

(o

Figura 1.7. Esquema mostrando la encapsulacion molecular que se produce entre una
molécula huésped y la ciclodextrina.

En la figura 1.8 se pueden ver esquemdticamente dos ejemplos de

complejos formados con p-ciclodextrina.
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Complejo
Doxo Rubican/B-ciclodextrina
(Inclusién Parcial)

Complejo
Aspirina/B-ciclodextrina
(Inclusién Completa)

Figura 1.8. Ejemplos de complejos de inclusion con B-ciclodextrina: complejo Doxo
Rubicdn- B-ciclodextrina y complejo Aspirina- B-ciclodextrina (Tomado de Loftsson,
2003).

En soluciones acuosas, la cavidad ligeramente apolar es ocupada por
moléculas de agua. Esta estructura no es energéticamente favorable
(interacciones polar-apolar), y puede entonces, ser rdpidamente
reemplazadas por moléculas huéspedes menos polares que el agua.

Durante la formacién de complejos de inclusién, la fuerza impulsora es el
desplazamiento de las moléculas de agua situadas en la cavidad de las
ciclodextrinas en posiciones energéticamente desfavorables (polar-apolar),
por parte del sustrato. Esto va a provocar un aumento de la entropia del
sistema que favorece el proceso de formacion del complejo de inclusidon

(Figura 1.9).
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Figura 1.9. Representacion esquemdtica de la formacién de un complejo de inclusidn
(Tomado de Frémming y Szejtl, 1994).

El caso mas frecuente y simple en la formacién de los complejos es
aquel con una estequiometria ciclodextrina-huésped de 1:1. Sin embargo,
también se dan estequiometrias 1:2, 2:1, 2:2, e incluso otras asociaciones mdas

complicadas (Figura 1.10).

Figura 1.10. Acido linoleico formando un complejo de inclusién con e-ciclodextrina en
unda relacién molar de 1:4 (Tomado de Regiert, 2007).

La habilidad de las ciclodextrinas de solubilizar un dado compuesto se

evala, por medio del método de solubilidad de fases. Este método,
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desarrollado por Higuchiy Connors (1965), permite determinar la cantidad de
molécula huésped solubilizada en funcidn de la concentracién de
ciclodextrina (Figura 1.11). La forma que adopte dicho diagrama, permitird
determinar el tipo de complejo de inclusidn que se forma.

Ap

A «— Complejo 1:1
An

Bs

Conc. molécvula huesped [M]

By
Conc. de ciclodextrina {M]

Figura I.11. Diagrama de tipos de solubilidad de fase de Higuchi y Connors (1965).
(Adaptado de Uekama y col, 1998).

Los complejos de inclusion formados pueden ser aislados como
sustancias cristalinas estables. Al disolver estos complejos, un equilibrio se
establece entre las moléculas encapsuladas y libres, y esto se expresa por
medio de la constante de estabilidad del complejo Ki:1 (Szejtli, 1998).

La formacién del complejo entre la molécula huésped A y la

ciclodextrina (CD) es regida entonces por un equilibrio termodindmico:

K

S
D+ A———CDedl (1.1)
( o
Donde:
Kt: constante de formacién del complejo

Ka: constante de disociacion del complejo

21



Introduccion

A partir de este equilibrio y utilizando el diagrama de solubilidad de fases
(Figura 1.11) se pueden obtener las constantes de formacién y de disociacion

del complejo, muy importantes para evaluar la estabilidad del complejo:

r = '[[Ccl%iﬂ (1.2)

La formacién y estabiidad de los complejos de inclusidn con

estequiometria superior a 1:1 va a depender de varios factores:

. Compatibilidad geométrica: Dependiendo del tamano y forma
g'eomé'rrico del sustrato con respecto a las dimensiones de la cavidad
de las ciclodextrinas.

. Polaridad del sustrato: En funcién del cardcter hidréfobo del sustrato.

. Las propiedades del solvente: polaridad, pH.

Las principales consecuencias de la interaccién entre un huésped poco
soluble y una ciclodextrina en solucién acuosa son:
. El poder de reaccidén de la molécula huésped va a disminuir
considerablemente, es decir, que es estabilizada. En otfras ocasiones, por el
contrario, las ciclodextrinas se comportan como una enzima artificial,
acelerando ciertas reacciones.
. La difusion y volatilidad de la molécula incluida en la cavidad son
reducidas notablemente.
. La molécula huésped, inicialmente hidrofébica, empieza a comportarse
como hidrofilica una vez que se forma el complejo.

En estado sdlido, en cambio, las consecuencias son:
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. La sustancia encapsulada estd molecularmente aislada en la matriz,
formando un polvo microcristalino o amorfo, ain con moléculas huéspedes en
estado gaseoso.

. El huésped permanece protegido contra todo tipo de reacciones, salvo
aquellas relacionadas con los grupos hidroxil de la ciclodextrina.

. La sublimacién y la volatilidad de la molécula huésped estdn reducidas
a valores poco significativos.

. El complejo es hidrofilico, rdpidamente soluble y de facil mojabilidad.

En el caso que el sustrato posea grupos polares capaces de formar
puentes de hidrégeno con los grupos hidroxilo, las interacciones serdn mas

fuertes y por ende, la estructura maés estable.

Las interacciones hidrofébicas sustrato-receptor son predominantes en
la formacién de los compuestos de inclusién, aunque las contribuciones de

éstas van a depender de la naturaleza del sustrato incluido.

El mecanismo de “atrapamiento” o encapsulacion de la ciclodextrina
es diferente que en otros materiales comUnmente utilizados para encapsular
como almidén, azicares y goma ardbiga (Hedges y McBride, 1999). La
encapsulacién en estos materiales, al formarse una matriz continua, es estable
mientras que la cdpsula se mantenga en condiciones de sequedad. En
cambio, cuando el complejo de ciclodextrina se humedece, se va a
establecer un equilibrio entre el huésped encapsulado, el no encapsulado vy la
ciclodextrina, manteniéndose intacta la molécula de la misma (Figura 1.9).

La cantidad de huésped liberado dependerd de la naturaleza del

ingrediente encapsulado, pues cada ingrediente tiene su propia constante de
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asociacién-disociaciéon (ver seccién |.2.C, formula 1.2), y también de la
cantidad de agua disponible para solubilizar el complejo. Una mayor cantidad
de agua favorecerd la liberacidn de mayores cantidades del huésped
encapsulado. Cuando el agua sea eliminada, el complejo se reconstituird.

En otros materiales, las asociaciones que mantienen unida a la matriz
continua se rompen al ser humedecidas, causando la liberacién del huésped.
Sin embargo, la matriz no puede reconstituirse a pesar de removerse el agua,
haciendo que el ingrediente no se encuentre ya encapsulado y que no pueda
darse proteccién alguna. Entonces, la habilidad de la ciclodextrina para
reconstituir el complejo le va a permitir ser utilizada en aquellos procesos
donde intervienen calor y humedad y que pueden dar lugar a la ruptura de

otras matrices poliméricas.

.3. METODOS DE OBTENCION DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSION

Los complejos pueden ser obtenidos por diferentes métodos que van a

depender de las siguientes variables:

e Las propiedades fisicoquimicas del material activo,

e Lacinética de equilibrio del complejo,

e Los ingredientes utilizados en la formulacién y el proceso de obtencion.
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.3.A. PREPARACION DE LOS COMPLEJOS

Los métodos mds utilizados para la preparacién de los complejos de
inclusién son:
e Coprecipitacion
e De mezcla espesa
e De pasta

¢ Métodos de mezclado en seco.

Estos métodos son similares; la diferencia estd en la cantidad de agua
utilizada para su preparacion.

Como ya se ha mencionado, el agua es importante para la formacion
de los complejos (ver seccion .2.C). Ademds de ser la fuerza impulsora para la
interaccién hidrofébica def compuesto a incluir en la cavidad de la
ciclodextrina, el agua es el medio de disolucién tanto de la ciclodextrina como
del huésped.

En algunos casos, el agua también es necesaria para mantener la
integridad del compléjo. Estd presente en los cristales de hidratacion del
complejo y ademds puede formar puentes de hidrogeno entre los grupos
hidroxilo de las moléculas de ciclodextrinas adyacentes para formar una jaula

que ayuda a "atrapar” el compuesto huésped en el complejo.

1. Método de Coprecipitacién

A una solucién de ciclodextrina en agua se le afade el compuesto o
encapsular, con agitacién. Se eligen las condiciones necesarias de
temperatura y concentracién para que el complejo precipite y pueda ser

recuperado por filtracién o centrifugacion.
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Teniendo en cuenta que la B-ciclodextrina es la menos soluble de las
ciclodextrinas, antes de anadir el ingrediente a encapsular, la solucién se
calienta hasta 60° C para disolver la B-ciclodextrina. Se deja enfriar la solucidn
con agitacion mientras se agrega el compuesto. A continuacién, la solucién
obtenida se deja en reposo. Como el complejo es menos soluble que la
ciclodextrina, precipita y se lo separa por filiracién.

Este método es el mds utilizado en el laboratorio. Tiene la ventaja que
se puede verificar facilmente la formaciéon del complejo y que el ingrediente
activo se haya incorporado al complejo.

El método de coprecipitacién no es utilizado para la formacién de
complejos a escala industrial, debido a la gran cantidad de agua que se
necesita. En general, este método es utilizado para analizar la factibilidad de
la formacién de complejos con algin compuesto en particular, para
caracterizar el complejo y determinar sus propiedades antes de utilizar un

método a escala industrial.

Z Método “Slurry” o de Mezcla Espesa

En este método la ciclodexirina es suspendida en agua hasta una
concentracion de 40 a 45% w/w. Como el huésped puede tener un efecto
sobre la viscosidad de la mezcla, las concentraciones deben ser gjustadas
para permitir la combinacién de las ciclodextrinas con el compuesto.
Ademds, como las ciclodexirinas necesitan disolverse por completo para
formar complejos, a medida que va formdndose el complejo y precipita,

mayor cantidad de ciclodextrina se disuelve para formar mds complejo.
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Se puede utilizar calentamiento, segin el tipo de compuesto que se
vaya a encapsular. El tiempo necesario para la encapsulacion va a depender
del tipo de compuesto utilizado y de cudn vigorosa sea la agitacién. El

complejo generalmente se separa por filtracién y luego se seca si es necesario.

3 Método de Pasta

Este método utiliza una minima cantidad de agua, 20 a 30% w/w. Tanto
la ciclodextrina, como el agua y el huésped a encapsular son anadidos a una
mezcladora. Debido a la alta viscosidod de la mezcla, no puede ser realizado
en el laboratorio. El tiempo de mezclado va a variar segin el compuesto a
encapsular, cantidad de agua y magnitud de la agitacién. El instrumento de
mezclado con mayor fuerza de cizalla generalmente forma el complejo mdas
répidamente. En la mayoria de casos el tiempo de mezclado es alrededor de
30 minutos. El complejo asi obtenido luego es secado utilizando cualquiera de

los métodos descritos en la seccion |.3.B.

4, Método de Mezclado en Seco

Este método no requiere de agua en el mezclado de la ciclodextrina
con el componente a encapsular. No es un método eficiente de formacién
de complejos, pues el tiempo de mezclado puede tomar horas o incluso dias.
Una excepcion es el aceite de limdn, pues la encapsulacion tarda solamente
algunos minutos. En estos casos, el compuesto encapsulado estaria sirviendo

también de solvente para la ciclodextrina.

27



Introduccion

Segun Hedges y McBride (1999), para una produccién a gran escala, es
mds conveniente utilizar el método “slurry” o el de pasta, debido a que no se

necesita remover tanta agua durante el secado.

I.3.B. SECADO DE LOS COMPLEJOS

El secado de los complejos requiere la remocién de agua tan rdpido
como sea posible, especialmente cuando se encapsula un compuesto volétil.

La presencia de agua, aln en muy pequenas cantidades en la torta
filtrada o pasta, permite que exista un equilibrio entre el complejo soluble y el
insoluble. Una pequena parte del complejo se va a disociar, haciendo que se
libere parte del huésped. Con compuestos voldtiles esto lleva a una pérdida
por evaporacioén, asi que el tiempo del secado y reduccion de la cantidad de
agua que permite la solubilizacion del huésped debe ser lo mds corto posible.

Puede utilizarse cualquier tipo de secador, tal como secador spray,
secador de lecho fluidizado, liofilizador o secador al vacio. Los secadores de
placas pueden llegar a producir ciertas dreas calientes no controladas, que
pueden producir la disociacién del complejo. El uso de estufas con circulacién
de aire caliente evitan los problemas que se producen al utilizar secaderos de
placas. El aire circulante ayuda también a remover el vapor de agua a una
velocidad mayor que la difusién del agua en el material. Algo que debe
considerarse es que aungue se mantiene intacto el complejo, mientras se
produce la migracién del agua desde el interior hasta la superficie de éste,
puede producirse la pérdida de la estabilidad del complejo. Por esto, se
suelen utilizar secadores que puedan mezclar fisicamente al complejo durante

el secado.
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Las propiedades fisicoquimicas del complejo deben también tenerse en
cuenta para la eleccién del método de secado a utilizar. Los complejos
solubles se secan frecuentemente con un secador spray.

Las temperaturas de secado en estufa se encuentran generalmente
adlrededor de 100° C, es decir, la temperatura de ebullicion del agua.
Entonces, para aquellos compuestos a encapsular que sean voldtiles puede
ser necesario aplicar ciertos ajustes en la temperatura. Si la temperatura de
ebullicion del compuesto es excedida, éste se va a evaporar. Para un
compuesto voldtil, una temperatura que se encuentre 3 a 5° C por debagjo de
su temperatura de ebullicién seria suficiente. Si la temperatura es muy baja,
debido al tiempo necesario para el secado, también se puede perder el
compuesto encapsulado debido a su liberaciéon, resultado del equilibrio

establecido por el complejo con el agua presente (seccién 1.2.C).

No existe un Unico método o proceso para obtener los complejos. Para
cada compuesto que se vaya a encapsular con la ciclodextrina, se debe
desarrollar un proceso. Generalmente, la selecciéon del equipo a utilizar se
basa en el uso del equipo existente en un laboratorio y luego el proceso se
desarrolla alrededor de su uso. Ciertos factores como temperatura, cantidad
de agua, tiempo de mezclado y condiciones de secado deben ser
establecidos para el equipo disponible y para la ciclodexirina y su complejo
de inclusidon en cada caso. Sin embargo, a escala de laboratorio, el método

md&s frecuentemente utilizado es la liofilizacidn.
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.4, METODOS DE ANALISIS DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSION CON

CICLODEXTRINAS

Para andlizar los complejos ciclodextrinas-huésped, pueden utilizarse
diferentes técnicas a saber:
¢ Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y Andlisis Termo gravimétrico
(TGA),
e Resonancia Magnética Nuclear (NMR),
e Difractometria de Rayos X,
e Microscopia electrénica de barrido,
e Espectrocopia infrarroja y Raman, etc.
La seleccién de la técnica a utilizar depende mds de la disponibilidad de
los equipos y de las propiedades fisicoquimicos del huésped, que determinard
cudl es la técnica seleccionada sea mds sensible o confiable para el complejo

en particular (Hedges, 1998).

I.4.A. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

Es una técnica térmica en que se miden las diferencias en la cantidad
de calor aportado a una sustancia y a una referencia en funcién de la
temperatura de la muestra, utiizando un programa de temperatura
confrolado.

Como una consideracién preliminar, cabe sefialar que los métodos
térmicos (sobre todo DSC y/o TGA) representan una herramienta analitica muy
utiizada para la caracterizacién de sistemas de multicomponentes, tales
como los complejos de inclusidn en estado sélido (Giordano y col., 2001,

Chang y col., 1990).
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En

los

termogramas, las cristalizaciones aparecen como picos

exotérmicos y las fusiones, como picos endotérmicos. Un ejemplo de

termograma

se observa en la Figura .12 correspondiente al perfil

termoanalitico de un sistema huésped-B-ciclodextrina.
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Figura 1.12. Perfil termoanalitico de un sistema Huésped-pciclodextrina realizado por

DSC (Calorimetria Diferencial de Barrido). (Adaptado de Giordano y col., 2001).

En lineas generales,

el comportamiento térmico de las ciclodextrinas

naturales es similar, aunque se van a encontrar diferencias en el contenido de

agua y temperaturas del "onset" de la degradacion térmica (Giordano y col.,

2001). Al igual que en el Andlisis Termo Gravimétrico (TGA), el compuesto
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huésped debe tener un punto de fusidén o ebullicién por debajo de ~ 300° C,
que es la temperatura a la cual se descomponen las ciclodextrinas. Cuando
el huésped es encapsulado no se observa energia de absorcion en su punto
de fusién. Esto se debe a que como el compuesto estd rodeado por la
ciclodextrina y no interactia con otro compuesto de inclusiéon, no hay una
estructura cristalina del huésped que absorba energia. Ademc’:s., se va a
observar un incremento en la temperatura de ebullicion lo que se puede ver
con ambas técnicas (DSC y TGA). En la gran mayoria de casos, las curvas
resultantes muestran la desaparicidn del pico de fusiéon del huésped. En

cuanto al andlisis cuantitativo, se foma poco en consideracion.

El andlisis térmico es utilizado comUnmente como un método de rutina
para una réapida investigacion cualitativa (Pinto y col., 2005). En este caso, la
metodologia es casi siempre el mismo: una comparacién del comportamiento
térmico de los componentes puros, luego su mezcla fisica y finalmente el
compuesto de inclusion formado, preparado segun una variedad de
procedimientos estdndar. El propésito de esto es el de evidenciar la diferencia

entre la mezcla fisica y el supuesto complejo de inclusidn obtenido.

1.4.B. ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (NMR)

La espectroscopia NMR es una rama de la espectroscopia de
absorcion que utiliza radiacién electromagnética en el rango de
radiofrecuencia para asi inducir transiciones entre niveles de energia nuclear
de spin, en la presencia de un fuerte campo magnético. Cuando el spin
nuclear se vuelve ‘a relgjar a su estado de equilibrio, el voltaje es inducido a

una senal detectada: este voltaje es el NMR (Fereidoon y Xiao-Qing, 1993).
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El estudio de los complejos con ciclodextrinas por medio de esta técnica
fue utilizado por primera vez por De Marco y Thakkar (1970). Estos
investigadores  observaron que se producia un desplazamiento en el
hidrégeno correspondiente a la posicion 3 y 5 de la ciclodextrina, en presencia
de numerosos sustratos, concluyendo entonces que habia ocurrido la inclusion
en la cavidad de la ciclodextrina (Connors, 1997). Ademds, a través de las
mediciones de los tiempos de relajacién y correlacion y los efectos nucleares
de Overhauser, se ha contribuido al conocimiento sobre las estructuras de los
complejos con ciclodextrinas.

En lineas generales, se sabe que si se presenta un desplazamiento en el
hidrégeno en la posicidn 3, en presencia de un sustrato, se infiere que la
cavidad estd casi hueca, y entonces, el sustrato ha sido parcialmente incluido.
Mientras, que si ademds se presen’ro un desplazamiento en el hidrégeno en la
posicion 5, se deduce que la penetracion del sustrato ho. sido profunda.

El fipo de ciclodextrina utilizada afecta también la estructura del
complejo, y por ende, las senales NMR, para un mismo substrato. Asi, la
penetracién en la cavidad de B-ciclodextrina es mds profunda que en la a-
ciclodextrina.

La espectroscopia NMR (Resonancia Magnética Nuclear) permite
entonces, comprobar fehacientemente que el complejo se ha formado
(Polyakov y col., 2004 (a)). Oftras técnicas, como la calorimetria diferencial de
barrido, la espectroscopia de absorcidon de infrarrojo, etc., pueden establecer
si la molécula huésped forma o no un complejo, pero no son capaces de
confirmar el tipo de complejo formado, ni la conformacién estructural de la

molécula (Mulinacci y col., 1996). Sin embargo, la Resonancia Magnética
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Nuclear es un método que no estd fdciimente disponible, por lo que es

necesario buscar alternativas para caracterizar el complejo de ciclodextrina.

.4.C. DIFRACTOMETRIA DE RAYOS X

Los rayos X son una radiacién electromagnética de longitud de onda
corta producida por el frenado de electrones de alta energia. La interaccién
entre el vector eléctrico de la radiacién X y los electrones de la materia que
atraviesa, da lugar a una dispersién. Cuando los rayos X son dispersados por el
entorno ordenado de un cristal, tienen lugar interferencias (constructivas vy
destructivas) entre los rayos dispersados, ya que las distancias entre los centros
de dispersion son del mismo orden de magnitud que la longitud de onda de la
radiacién. El resultado es la difraccidn (Skoog y col., 1992).

Cuando son sometidas las ciclodextrinas o el huésped cristalino a la
difractometria de rayos X, éstos presentan un patrén de difraccion de alta
intensidad, debido a su cristalinidad. Por el contrario, si el complejo de inclusidn
se forma, va a mostrar un patrén de tipo halo (Ribeiro y col., 2003), con picos

difusos y anchos, caracteristicos de un compuesto amorfo.

.4.D. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) es un
método que se aplica para la determinacién cualitativa y cuantitativa de
especies moleculares de todo tipo, sobre todo orgdnicas y bioquimicas, y
también ha sido utilizada para el andlisis de los complejos de inclusidn. Estos
espectrémetros presentan una relacién seial/ruido muy .cl'rc:, alta resolucion,

son exactos y rapidos.
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Cuando se produce la encapsulacion del compuesto huésped, ocurren
cambios o saltos en los espectros del mismo. Sin embargo, algunos de los
cambios son muy sutiles, lo cual requiere una interpretacién cuidadosa del
espectro (Hedges, 1998). Ademds, la aplicacién de este método de infrarrojo
se limita a aquellos huéspedes que tienen ciertas bandas de absorcidon

caracteristicas como los grupos carbonil (Ribeiro y col., 2003).

.4.E. ESPECTROSCOPIA RAMAN

Esta técnica permite frabajar con sistemas con agua evitando que se
produzcan interferencias, que es lo que sucede en la espectroscopia del
infrarrojo.

Cuando la luz incide sobre una molécula, el campo eléctrico oscilante
de la radiacién incidente provoca una oscilacién de la densidad electrénica
en la molécula. Este efecto viene representado por la aparicién de un
momento dipolar eléctrico oscilante inducido que actia, a su vez, como fuente
de radiacién, originando las dispersiones (scattering) Rayleigh y Raman (Skoog
Vicol., 1992);

A través de esta espectroscopia, se van a obtener las intensidades
integradas de vibracién eldstica Raman de grupos conocidos como O-H o C-H.
Por ejemplo, en complejos de inclusion de cc:rvone—ciclodelx’rrino, las diferencias
existentes entre las intensidades integradas en estos grupos pueden indicar la
pérdida de moléculas de agua o la liberacién del carvone de la cavidad de la

ciclodextrina (Moreira da Silva y col., 2002).
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I.4.F. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

En esta técnica se barre mediante un rastreo programado la superficie
del solido con un haz de electrones de energia elevada, y por ello se
producen diversos tipos de sefales en la superficie.

Cuando se redliza un barrido en una mezcla fisica de productos, como
una ciclodextrina y un ingrediente activo, las microfotografias obtenidas van a
mostrar particulas de diferente morfologia y tamafo. Por el contrario, los
complejos de inclusion de ciclodextrinas van a presentar grandes masas de
particulas iguales (Ribeiro y col., 2003).

La microscopia electrénica da entonces una informacién morfoldégica y
topogrdfica sobre la superficie de los sélidos, necesaria para entender el
comportamiento de las superficies. Esta técnica permite determinar el tamano
promedio real de las microcdpsulas y su distribucién, pero no proporciona
informacion respecto a la permeabilidad y estabilidad de la microcdpsula

(Fereidoon y Xiao-Qing, 1993).

Hay otras técnicas que, ademds de estas presentadas, han sido
utilizadas para caracterizar los complejos. Sin embargo, su seleccién va a
depender mdas que nada de la disponibilidad de los equipos y de las

propiedades del huésped.

I.5.  APLICACIONES DE LAS CICLODEXTRINAS

La habilidad de las ciclodextrinas para formar complejos de inclusion
proporciona numerosos beneficios en diferentes dreas de Ila industria

farmacéutica, cosmética y alimentaria.
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I.5.A. APLICACIONES GENERALES

1.5.A.1. Control de la solubilidad

La solubilidad de un compuesto de inclusion puede cambiar debido a la
encapsulacién en una ciclodextrina. Cuando el compuesto es encapsulado
por una ciclodexirina, éste, dentro de la cavidad de la ciclodexirina, esta
précticamente rodeado por toda la molécula de la ciclodextrina. Los grupos
hidrofébicos del huésped que podrian entrar en contacto con el solvente en
estado libre, interactlan con los dtomos de la cavidad de la ciclodextring,
mientras la superficie externa de la misma interactia con el solvente. Por lo
tanto, la solubilidad del compuesto encapsulado se altera.

En muchos casos, la modificaciéon de la solubilidad obtenida no es
suficiente, por lo que se ha recurrido a modificar la estructura externa de las
ciclodextrinas naturales. Una forma es modificando los grupos hidroxilos de la
capa externa intfroduciendo un grupo neutral (hidroxipropil) 0 un grupo idénico
(carboximetil, amina terciaria o amina cuaternaria). Este tipo de modificacion
aumenta la solubilidad de la ciclodextrina hasta un 60% o mds en agua. En
cambio, una modificacién con grupos alifaticos como el grupo hexilo da
como resultado una solubilidad disminuida en agua, pero si aumentada en
solventes orgdnicos. El compuesto interno va a tener cierto efecto en la
solubilidad del complejo dado que una porcidn de éste va a estar expuesta en
los extremos abiertos de la molécula de ciclodextrina.

Las ciclodextrinas pueden ademds tener un efecto en la desnaturalizaciéon

y en la re naturalizacién de las proteinas, ya que son capaces de formar
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complejos con los amino dcidos hidrofébicos de las proteinas produciendo la

solubilizacion.

I.5.A.2. Auxiliar tecnolégico

Las ciclodextrinas pueden también ser utilizadas como auxiliares
tecnolégicos, donde se aprovecha la habilidad de la ciclodextrina de
controlar la solubilidad por medio de la formacién del complejo. Al final del
proceso se retira la ciclodexirina y entonces no aparece en el producto final
(Szejtli, J., 1998, Yamamoto y col., 2005). Un ejemplo de esto es la eliminacién
del colesterol de productos de origen animal como huevos, ldcteos y ciertas
grasas animales como manteca y sebo. En estos Ultimos casos, la ciclodextrina
se agrega como una solucién acuosa y es mezclada a una temperatura lo
suficientemente alta para fundir la grasa, pero a la vez que no desestabilice al
complejo. La ciclodexirina se mezcla con el material que contiene colesterol y
va formando complejos con éste, que son insolubles en agua y en grasa. Este
complejo se remueve por filtracidén o centrifugacion.

Otro uso comun de las ciclodextrinas es la remocién de acidos grasos libres,
para asi mejorar las propiedades de la grasa. Los dcidos grasos libres
ocasionan la formacién de productos no deseados durante el freido. Esto
causa la formacidén excesiva de humo, un pardeamiento acelerado antes de
concluir la coccién y la presencia de un residuo aceitoso en la superficie del
producto final.

Los jugos de frutas y vegetales pueden también ser tratados con
ciclodextrinas (Torres-Rivas y col., 2004, Alvarez-Parrilla y col., 2007). Esto se

hace para remover compuestos polifendlicos que causan pardeamiento
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enzimdtico. En algunos casos, el complejo es suficientemente soluble que no
forma un precipitado que necesite ser removido. El polifenol encapsulado en
la cavidad de la ciclodexirina no va a estar disponible para la enzima

polifenol oxidasa, ya que se encuentra rodeado por la ciclodextrina.

1.5.A.3. Estabilizador

La cavidad de la ciclodextrina, al ser un espacio finito, puede alojar una
sola molécula del compuesto de inclusidon, haciendo que otras moléculas
presentes en el medio sean excluidas. Si bien los extremos de la cavidad estdn
abiertos, las interacciones hidrofébicas y fuerzas de repulsién previenen el
acercamiento de otras moléculas a la parte expuesta de la molécula
huésped, haciéndola menos reactiva. Esta propiedad ha sido utilizada en
compuestos como penicilina, Nicarpidina, grasas insaturadas y pigmentos para

tintura de cabello (Ferndndez y col., 2003; del Valle y col., 2004).

|.5.A.4. Enmascarar efecto

Cuando un compuesto es incluido en una molécula de ciclodextrina, se
aisla y se previene que entre en contacto con las superficies del cuerpo donde
puede causar efectos secundarios como irritacién o un flavor indeseado. La
liberacién del compuesto incluido del complejo es lenta. Por esto, la cantidad
del compuesto liberado va a ser menor comparado a la que ocurriria si no
estuviera encapsulado. Esto permite que la cantidad del compuesto necesaria
para obtener una dada respuesta fisioldgica se reduzca, y entonces se
enmascaren o se reduzcan los efectos no deseados de dicho compuesto

(Hedges, 1998). Esta propiedad de las ciclodextrinas ha sido aprovechada en
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procesos, por ejemplo para reducir o eliminar sabores residuales o indeseados

en jugos de frutas como el amargor (Konno y col., 1981; Singh, 2002).

I.5.A.5. Reduccién de la volatilidad

Cuando ciertos compuestos son encapsulados con ciclodextrinas se
reduce su volatilidad (Szente y Szejtli, 2004). Las interacciones del compuesto
con la ciclodextrina producen una barrera de alta energia que dificulta que se
volatilice con facilidad. Un ejemplo de esto es el mentol, que forma un
complejo inodoro con la B-ciclodextrina (Hedges, 1998).

En ciertos productos como panales, productos de higiene femenina, toallas
de papel, etc., también han sido utilizadas las ciclodextrinas con el mismo

objetivo (Singh y col., 2002).

I.5.A.6. Control de Fluorescencia y absorcién de luz

Ciertos compuestos presentan un aumento o una reduccidon de la
intensidad de fluorescencia o absorcion de luz, cuando son incluidos en la
cavidad de la ciclodextina. Esto es de gran beneficio en dreas de la quimica
analitica para aumentar la sensibilidad de ciertos ensayos o para bloquear los

efectos de compuestos que puedan interferir (Hedges, 1998).

1.5.8. ENCAPSULACION DE FLAVORES

Las flavores de origen natural y sintético han sido utilizadas ampliamente
en la nutricién humana. El flavor juega un papel importante en la satisfaccion

del consumidor y afecta las propiedades organolépticas del producto final.
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Sin embargo, el uso directo de los mismos ocasiona una serie de
inconvenientes:

o Las materias primas no tienen una composicién constante. El contenido
de flavor o aroma depende del tiempo de cosecha, procesamiento, tamano y
tipo de producto.

. Los productos naturales pueden presentar contaminacion
microbiolégica y en ocasiones, pardsitos.

. El contenido del aroma se reduce durante el almacenamiento y puede
involucrar una alteracién indeseable de ciertos componentes, causando
modificaciones en el sabor findl.

. Su tiempo de vida Util es limitado.

Para evitar estos inconvenientes, durante mds de un siglo se han
utilizado concentrados, aceites esenciales y flavores obtenidos principalmente
por destilacion con vapor. Recientemente, se ha buscado convertir estos
ingredientes en productos sdélidos, utilizando almidén, dextrinas o
microencapsuldndolos, para de esta manera brindar un uso mds higiénico y
estandarizado (Szente y Szejtli, 2004).

Sin embargo, el método de inclusion o encapsulacién molecular se ha
utilizado frecuentemente por ser bastante eficiente sobre todo para
encapsular sustancias liquidas o principios activos escasamente solubles como
los flavores, haciendo posible la obtencién de productos farmacéuticos o
alimenticios con caracteristicas mejoradas.

La encapsulacidn con ciclodextrinas va a permitir entonces, la

conversion de aceites en sdélidos que fdacilmente pueden mezclarse. La
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superficie hidrofilica de la ciclodexirina va a permitir el proceso de mezcla
evitando la separacién de las fases acuosa y grasa.

Debido a que la mayoria de los flavores son Iipofilicbs, se utilizan tanto
grasas como aceites para solubizarlos y dispersarlos en los productos
alimenticios. La formacién del complejo con ciclodextrina permite su
solubilizacién directa y una dispersion uniforme, en la matriz acuosa del
alimento.

Un ejemplo de lo anteriormente mencionado se da con los productos
extruidos. En muchos de estos productos el agente saborizante aparece en la
cubierta, debido a las dificultades halladas al mezclar aceites en una matriz
alimenticia. Sin embargo, al formar complejos de inclusién con ciclodextrinas,
el agente saborizante puede ser distribuido uniformemente durante la extrusion
del producto alimenticio, eliminando las dificultades asociadas con el método
de extrusion, tales como una distribucién no uniforme del sabor o que éste se
adhiera a la superficie.

La ciclodextrina puede ser utilizada para incrementar la solubilidad de
los ingredientes en agua debido a que puede mantener su estructura ciclica y
por su habilidad de formar complejos cuando es disuelta en agua. Ademds, la
volatilidad de los ingredientes se reduce cuando se produce la encapsulacion.
Las asociaciones formadas son fuertes y se ha observado que incrementan el
punto de ebullicién al menos en 10° C (Hedges y McBride, 1999), lo que se
traduce en una mayor vida Uil y ademds previene la migracién del flavor al
empagque.

Si bien los complejos en solucién no presentan una proteccién a la
volatilizacién tan completa como en el caso de los complejos secos, si es

comparado con el huésped sin encapsular, el grado de volatilizacién se
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reduce notablemente (Hedges y McBride, 1999). Esta reduccidn es funcion de
la naturaleza del huésped y de la constante de equilibrio del complejo (Ver
seccién 1.2.C, ecuacion I.1).

La alta estabilidad térmica de la estructura de la ciclodextrina
(temperatura de descomposicion = 280° C) permite también que pueda ser
utilizada durante ciertos procesos de obtencién de productos alimenticios,
tales como la extrusion y el horneado (Reineccius y col., 2004). Sin embargo, la
combinacién de altas temperaturas y humedad puede llevar a la liberacién
parcial del ingrediente incluido, aunque al enfriarse pueda formarse de nuevo

el complejo, una parte del flavor se habrd perdido durante el proceso.

l.6.  PROPIEDADES DE HIDRATACION

El agua puede interaccionar con los sélidos en diferentes formas cada
uno de ellas con un mecanismo particular (Zografi, 1988), Asi por ejemplo, la
interaccién del agua con sdlidos cristalinos es debido a la habilidad del agua
de formar uniones puente de hidrégeno, las propiedades del agua adsorbida
en la superficie de un sdlido en el cual estd adsorbida son diferentes de
aguella presente en el seno del mismo.

En la formulacién y diseno de productos farmacéuticos, cosméticos, vy
alimenticios, varios de esas formas estdn involucradas simultdneamente a
saber: adsorcidon en la superficie como monocapa y multicapa, condensacion
en los microporos, formacién de hidratos cristalinos, delicuescencia vy
absorcién dentro del seno del sélido.

El contenido de agua de un sdlido afecta !0 cristalinidad de drogas y su

estabilidad quimica vy fisica durante el procesamiento y posterior
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almacenamiento. Entonces las condiciones de humedad vy temperatura bajo
las cuales se almacenan deben ser estrictamente controladas (Ahineck y
Zografi, 1990) y la misma debe ser basada en el conocimiento previo de
"humedad relativa critica." Para obtener dicha informaciéon es necesario
determinar la isoterma de sorcidon. Esta determina la relacién de equilibrio a
temperatura constante entre la humedad relativa del ambiente (HR) y la

humedad del producto (Figura I.13).

Humedad (%)

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
HR /100 = a_,

Figura I.13. Esquema de una isoterma de sorcion de agua expresada como
Humedad en porcentaje (%) en funcién de la aw.

Las mismas son una herramienta fundamental durante la
caracterizacion y desarrollo de drogas y excipientes nuevos.

La cantidad de agua captada depende de las condiciones
ambientales (HR y temperatura) asi como también, de la polaridad relativa del

solido.
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Es asi que de acuerdo a las propiedades quimicas y estructurales de los
sélidos podemos distinguir 3 tipos de isotermas (Figura 1.14).
Isoterma Tipo [: Tipica de sistemas que sélo pueden adsorber una molécula de
agua en cada sitio de sorcidn de la superficie (monocapa). Ejemplo: agentes
antiapelmazantes, como el silicato de calcio.
Isoterma Tipo Il: No se alcanza una saturacién sino que la cantidad de agua
sorbida aumenta con la concentracién de adsorbato en la solucidn. Esto se
debe a que se pueden formar varias capas de adsorbato sobre la superficie
Gdsqrbenfe.
Isoterma Tipo lll: Los grupos polares interactUan mds fuertemente entre si en el
cristal que con las moléculas de agua. En el caso de componentes solubles

esto ocurre hasta alcanzar la aw correspondiente a la de su solucién saturada.

Isotermas de adsorcion tipicas

0.25
7 i Ca(Si0,) .
Z Tlpo . . almidon,
——.- 0.20 p= dextranos
S oash
2
=
= - Sacarosa,
= comienza a | manitol
L disolverse
£ 05 S,
~ Tipo III

0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Figura I.14. Diferentes tipos de isotermas de adsorcion, expresados como Contenido de

agua (% b.s.) en funcion de la aw.
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El conocimiento de los mecanismos que dan lugar a los diferentes tipos
de isoterma puede contribuir a determinar los efectos que el agua captada
puede causar en las propiedades fisicas y quimicas de tales sdlidos. Ademds,
las isotermas constituyen una parte esencial de la teoria del secado y proveen
una informacién Util en el diseho de equipos de secado y en la evaluaciéon y
seleccién de las condiciones apropiadas de procesamiento de alimentos
productos farmacéuticos y cosméticos, en operaciones tales como el secado,
mezclado, embalaje y almacenamiento, de forma tal de optimizar o maximizar
la retencién de propiedades como aroma, textura, color, nutrientes y
estabilidad biolégica (Tolaba y col., 2004; Sukumar y col., 2002).

Debido a que la mayoria de reacciones que involucran las
ciclodexirinas ocurren en un ambiente acuoso, la interaccion entre
ciclodextrinas y el agua es de fundamental importancia, ya que existe una
competencia entre las moléculas hidrofébicas huéspedes y las moléculas de
agua unidas a la cavidad por puentes de hidrégeno (como se ha mostrado en
la seccidn 1.2.C, Figura 1.9). Entonces, las ciclodextrinas son un sistema modelo
adecuado para investigar las interacciones agua-biomoléculas (Winkler y col,
2000; Moreira da Silva y col, 2002).

Las ciclodextrinas cristalizan a partir del agua como hidratos de
composicién variable. La a-ciclodextrina, que cominmente se la encuentra
como un hexahidrato, o-CD-6H20, puede existr en 3 formas cristalinas
diferentes. La R-ciclodextrina (B-CD) generalmente se la encuentra como el
undecahidrato B-CD-11 H20 y como dodecahidrato B-CD-12 H20, sin embargo,
esas estequiometrias son idealizaciones ya que el nUmero de moléculas de

agua por unidad de férmula depende de la humedad relativa a la cual es
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expuesta (Marini y col., 1995). Por su parte la y-ciclodexirina puede cristalizar
como heptahidrato u octahidrato, aunque bagjo ciertas condiciones puede
cristalizar con 17 moléculas de agua.

Las ciclodexirinas se utilizan en la confeccion de diferentes
formulaciones farmacéuticas, cosméticas y alimenticias tales como tabletas
capsulas, etc. (Pande y Shangraw, 1995). Ademds, teniendo en cuenta que la
perfomance de dichas formulaciones depende del contenido de humedad
residual presente en el sdlido final, resulta imperioso deferminor la isoterma
de sorcion de las ciclodextrinas y de los complejos formados. Dicha
evaluacién es fundamental para elegir las condiciones  éptimas de

procesamiento y aimacenamiento.
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La gran mayoria de los compuestos usados como saborizantes y
aromatizantes (flavores), artificiales y naturales en la industria farmacéutica,
alimentaria y cosmética se presentan en forma liquida a temperatura
ambiente. Estos concentrados liquidos, son una mezcla compleja de varias
sustancias (las cuales al combinarse producen el flavor que se percibe) y los
cuales son muy susceptibles a los efectos de la luz, oxigeno, humedad
ambiente y temperaturas elevadas. Ademds estos concentrados son oleosos
y liposolubles y por lo tanto insolubles en agua, por lo tanto es necesario usar
un proceso para transformar dichos flavores. Este artificio ha sido logrado en la
industria mediante la encapsulaciéon en una matriz amorfa. (Reineccius, 1991;
Pagington, 1985; Poplewell y col., 1995; Gouin, 2004). De este modo, un flavor
liquido es incorporado a una matriz sélida transformdandose en un polvo sdélido
con volatilidad reducida, mucho mds estable a la oxidaciéon y a otros factores
externos, y fdcil de manipular.

Numerosas son las técnicas y materiales que pueden utilizarse para
llevar a cabo la encapsulacion de flavores. La eleccidon depende fundamente
de la naturaleza quimica del flavor y de las caracteristicas del sistema al que
serd incorporado. El método de encapsulacién mds comUnmente utilizado es
la incorporacién del flavor a una solucién acuosa (20 a 30%) de un hidrato
de carbono (azUcares, almiddn, dextrinas, etc.) para formar una emulsién que
se deshidrata por liofilizacion o secado spray para formar una matriz sélida

amorfa.
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Entre todos los hidratos de carbono, las ciclodextrinas presentan
caracteristicas especiales, ya descritas, por lo cual su estudio merece una
atencién particular.

A diferencia de los demdas modos de encapsulacion, esta ocurre a nivel
molecular, formando complejos de inclusidn con compuestos que tengan
dimensiones y forma adecuada para acomodarse en el centro de la cavidad
y tengan naturaleza hidrofébica, presentando una interaccién no covalente.

La reacciéon de formacién ocurre sdlo en presencia de agua. Las
moléculas menos polares que el agua, entran a la cavidad y la desalojan. El
complejo formado es menos soluble que las ciclodextrinas. Entonces,
precipita en la solucion y puede recuperarse por filtracion. Las ciclodextrinas
evitan la pérdida de actividad de las vitaminas liposolubles (A, D, E) por
reacciones de oxidacién, isomerizacién o fotoquimicas, permitiendo asi la
adicién de las mismas en forma soluble a alimentos y bebidas (Del Valle, 2004,
Loftsson y col., 2005). Ademds, ciertos pigmentos naturales tales como
carotenoides y flavonoides pueden ser estabilizados por su inclusion en
ciclodextrinas. Las ciclodexirinas también pueden evitar la volatilizacién de
flavores y esencias de exiractos, especies y aceites esenciales (Anandaraman
y Reineccius, 1986; Hedges y McBride, 1999; Del Valle, 2004). Sin embargo, no
existen estudios detallados del efecto de las variables externas (temperatura,
humedad relativa, luz, etc.) en la cinética de liberacién del flavor incluido en la
ciclodextrina. Entonces, en la presente investigacién se obtuvieron complejos
de inclusidn de B-ciclodextrinas con diferentes aceites esenciales, la
caracterizacién fisicoquimica de los mismos y la determinacién de su
estabilidad en diferentes condiciones de humedad relativa durante el

almacenamiento a 25° C.
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OBIJETIVO

Analizar

~—

la eficiencia de la B-ciclodextrina para
encapsular aceites esenciales por medio de la
formacién de complejos de inclusién

+

las propiedades de hidratacién y térmicas de
dichos complejos.

+

el efecto del agua en la estabilidad de los
complejos
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IV.1.

MATERIALES Y METODOS

ELECCION DE LA CICLODEXTRINA Y DE LOS COMPUESTOS A ENCAPSULAR

Agente encapsulante:

Como agente encapsulante se eligié la B-ciclodextrina, pues debido a
su facilidad de obtencién y purificacién, ha sido la ciclodextrina mas
estudiada. Ademds, debido a que ha sido aceptada como GRAS
(comUnmente considerados como seguros) por la FDA (Food and Drug
Administration) en el afo 2001, es la mds utilizada en la industria

farmacéutica, alimentaria y cosmética.

Ingredientes activos a encapsular:

En lineas generales, se buscaron compuestos que son constituyentes de
varios aceites esenciales de origen natural, utilizados frecuentemente
como aromatizantes o conservantes en las industrias. Sin embargo,
debido a su esfructura quimica estos compuestos se degradan
rdpidamente. Por esta razén se seleccionaron el timol y el

cinamaldehido.

Breve resena sobre las propiedades de la B-ciclodextrina

La B-ciclodextrina tiene una solubiidad en agua de 1,85% a

temperatura ambiente, que comparada con la de la a-ciclodextrina y la y-

ciclodextrina es mucho menor (Ver tabla |1, seccién |.2.B). Esto podria
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explicarse ya que el grupo hidroxilo 2 de una unidad de glucopiranosa forma
una unién de puente de hidrégeno con el grupo hidroxilo 3 de la siguiente
unidad, y en el caso de la B-ciclodextrina estos puentes de hidrogeno forman
un anillo secundario completo, fortaleciendo la estructura (Szejtli, 1988).

En cambio, la solubilidad de cada complejo va a depender del
compuesto incluido en la cavidad de la ciclodextrina, siendo el valor de la
solubilidad del complejo un valor intermedio entre la solubilidad de la
ciclodextrina y la del compuesto puro. Entonces, debido a que éste es mucho
menos soluble en agua que la B-ciclodexirina, la formacién del complejo
tiende a aumentar la solubilidad del huésped.

Ademds del incremento de la solubilidad, se produce una disolucién
mds répida o una dispersion del huésped mientras se va mezclando con el
agua. Las moléculas de ciclodexirina se mantienen intactas y retienen su
habilidad para formar complejos en agua.

Como las ciclodextrinas no son solubles en solventes oleosos pueden
utilizarse para reemplazar al aceite ya se emplee éste como solvente o
diluyente de los flavores.

Las principales ventajas de la B-ciclodextrina respecto a las demds

ciclodextrinas son:

» Causa menos irritacién que la a-ciclodextrina luego de una inyeccién
inframuscular (Del Valle, 2004).

» Retiene al colesterol (Yamamoto y col., 2005).

» Luego de ser administrada oralmente, solamente pequenas cantidades
(1-2%) son absorbidas en el tfracto intestinal superior y ademdas, es

metabolizada por bacterias presentes en el colon.
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> Es la ciclodextrina que mdas se ha utilizado en formulaciones
farmacéuticas,

» Es la ciclodextrina que mds ha sido estudiada en humanos (Del Valle,
2004).

> Su bajo costo comercial

e Breve resena sobre las propiedades de los compuestos de inclusién

elegidos

Timol

El timol, 5-methyl-2-(1-methylethyl) phenol, es uno de los monoterpenos
que caracterizan a algunas de las familias Lamiaceae, principalmente a los
oréganos (Origanum spp.) y los tomillos (Thymus spp.). El timol es un compuesto
blanco, aromdtico y cristalino. Se obtiene a partir del aceite del tomillo, en
donde segun la especie puede llegar a tener una concentraciéon del 40%, y de
otfros aceites de plantas, pero también puede ser producido sintéticamente. Es
soluble en alcohol, grasas y aceites, pero poco soluble en agua. Posee fuertes
propiedades antisépticas (Medeiros y col., 2007).

La Figura V.1 muestra la estructura quimica desarrollada y

tridimensional del timol.
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a)
Estructura
tridimensional del timol
b)
Estructura quimica del
timol

OH

Figura IV.1. Esfructura del timol: a) Estructura tridimensional y b) Estructura quimica.

Ha sido ufilizado en industrias aromdticas, para preservar sistemas
biolégicos y en el drea médica, se lo utiliza como fungicida o antiséptico,
ademds de antiespasmoddico y antimicrobiano. Por estas razones, es
frecuentemente utllizado por dentistas para tratar infecciones orales. En
ciertos casos también, se lo ha utilizado como estabilizador de ciertos agentes
terapéuticos.

Cosentino y col. (1999) en una investigacidn sobre aceites esenciales
obtenidos de una variedad de tomillo de la regién de Sardinia (ltalia),
determinaron su actividad antimicrobiana frente a un panel de cepas de
referencia y cepas multiples provenientes de alimentos deteriorados, ademdas

de bacterias patégenas. Dicha investigacién determind que entre los aceites
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esenciales presentes en el tomillo, el timol fue uno de los dos mds efectivos
frente a las cepas mencionadas. Los resultados de este estudio confirmaron la
posibilidad de utilizar los aceites esenciales del tomillo o de algunos de sus
componentes, en alimentos procesados. para prevenir el crecimiento de
bacterias provenientes de las materias primas usadas y asi extender la vida Uil
de alimentos procesados.

El timol también destruye la viabilidad de fermentos vivos y organizados.
En efecto, se ha verificado la capacidad del timol de inhibir el crecimiento de
dcaros varroa presentes en colonias de abejas. Debido a que los cristales de
timol destruyen las esporas fungicas, se utilizan también, en la encuadernacion,
para impedir el ataque de mohos en los libros.

Ademds de su actividad antimicrobiana, el aceite esencial de tomillo
posee propiedades antioxidantes:

e Vardar-Unl0 y col., (2003) verificaron que el aceite esencial del tomillo
logré reducir la actividad del radical estable DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) y de los radicales del oxigeno (perdxidos de lipidos,
superdxidos, y radicales hidroxi). Esta reduccién fue debido sobretodo a
las fracciones con mayor contenido de timol.

e Youdim y Deans (1999) verificaron que por su actividad antioxidante, la
suplementaciéon con aceite de tomillo en la dieta de ratas, permitié
mantener niveles altos de d&cidos grasos polinsaturados en las

membranas celulares de varios tejidos de dichos animales.

Cinamaldehido
El aldehido cindmico, 3-phenyl-2-propenal, o cinamaldehido es la Unica

forma que es obtenida naturalmente. Se encuentra presente en el aceite de
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canela (65-75%) que se obtiene de la corteza de los arboles Cinnamomum
zeylanicum (Lauraceae).
La Figura V.2 muestra la estructura quimica desarrollada y

tridimensional del timol.

b)

Figura IV.2. Estructura del cinamaldehido: a) Estructura quimica b) Estructura
fridimensional.

Las aplicaciones mds importantes de este compuesto se encuentran en
la industria aromdtica y de sabores. En efecto, se utiliza como agente
saborizante para productos alimenticios © como agente aromdtico en
productos cosmeéticos.

El cinamaldehido es un elemento importante en la aromaterapia, y es
muy utilizado por la "aromacologia”, ciencia que se ocupa del estudio de las
interrelaciones entre Ia psicologia y la tecnologia de las fragancias, tratando
de determinar las influencias de los aromas en el comportamiento (Wang vy

Chen, 2005). Entre sus efectos farmacéuticos se pueden mencionar:



Materiales y métodos

e Calma los colicos menstruales y espasmos musculares
e Coadyuvante de la digestion
e Ayuda ala pérdida de peso
e Analgeésico
¢ Antidiarreico
¢ Curala gripe simple
El cinamaldehido también es utilizado, aunque en menor grado, como
fungicida para la agricultura o como insecticida. Se ha verificado su
efectividad en casi 40 tipos de cultivos, y se aplica generalmente en las raices
de las plantas con tal fin. Los aceites esenciales de la canela tienen ademds
propiedades antimicrobianas que permiten extender la vida Util de los
alimentos. Roller y Seedhar (2002) utilizé el cinamaldehido para reducir la flora
bacteriana natural del kiwi, y verificd que poseia una alta efectividad.
En la tabla (Tabla IV.1), se detallan las propiedades fisicoquimicas del

timol y del cinamaldehido.

Tabla IV.1. Propiedades Fisicoquimicas del Timol y del Cinamaldehido.

Timol Cinamaldehido
5-methyl-2-(1-
Nombre Quimico methylethyl)phenol | 3-phenyl-2-propenal
Formula Quimica CioH1:0 CsHsO
Masa Molecular 150,22 g/mol 132,1616 g/mol
Densidad 0,96 g/cm3 1,05 g/ml
Punto de Fusién 48-52°C -705a-10°C
Punto de Ebullicidon 232°¢C 251°°€
Solubilidad en Agua 0.08 g/100 ml 0.14 g/100 ml
Solubilidad en Alcohol 2.67 g/ g
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IV.2.  MATERIALES

e P-ciclodextrina de Sigma Chemical Co. St Louis MO, EEUU.

= Timol (Carlo Erba Reagenti, Rodano, M, Italia).
* Cinamaldehido (Carlo Erba Reagenti, Rodano, Ml, Italia).
* Sales de Anedra (Argentina) y Mallinckrodt (EEUU)

= Agua destilada.

*» EqQuipos:

° Agitador Magnético con calefaccién - Velp Scientifica
(Italia)

° Freezer

° Liofilizador. Heto loten A/S, con una trampa de enfriamiento
modelo CT 110 (Heto Lab equipment, Denmark)

° Calorimetro diferencial de barrido — Mettler-Toledo modelo
822 (Mettler-Toledo AG, Suiza)

° Estufa de Vacio (Mettler-Toledo)

°  Desecadores

IV.3. PREPARACION DE LOS SISTEMAS

Se prepararon complejos sdlidos 1:1 de timol/R-ciclodextrina y
cinamaldehido/B-ciclodextrina por el método de coprecipitacién en medio
acuoso (Hedges, 1998; Mulinacci y col.,, 1996). La Figura IV.3 muestra un

esquema de dicho método.
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Solucién Saturada de B-
Ciclodextrina

Agitacidn a 55° C y lenta adicidn
de timol o cinamaldehido

Solucién 1:1 de p-ciclodextrina
con timol o cinamaldehido

Almacenamiento a 2° C durante
24 horas

Complejos precipitados

Filtracion

Complejos de timol y
cinamaldehido con B-Ciclodextrina

Congelacidn y
Liofilizacion

Sistemas
deshidratados

finales

Figura IV.3. Obtencion de los complejos sélidos de pCiclodextrina (Método de

Coprecipitacion).
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Entonces, para la preparacion de los complejos de B-ciclodextrina se
procedié de la siguiente manera:

Se prepard una solucién saturada de B-ciclodexirina en agua con
agitacién y calentamiento a 55° C hasta obtener una solucién clara vy
transparente. A continuacién, y sin suspender la agitacién y el calentamiento,
se agrego leﬁ’romenfe la cantidad de timol o cinamaldehido necesaria para
obtener un complejo 1:1. Se suspendid el calentamiento, y se enfrid la solucién
a temperatura ambiente continudndose la agitacién durante 4 horas.
Inmediatamente, el recipiente conteniendo la solucidn turbia del complejo
en suspension se almacend a 2° C durante 24 horas, al cabo de los cuales, el
precipitado obtenido se separd de la solucién por filtracion. El complejo asi
obtenido se congeldé a -26° C durante 24 horas y luego se sumergié en
Nitrégeno liquido antes de la liofilizacién. Se liofilizé en un liofilizador Heto Lab
Equipment Cooling Trap modelo CT 110 (Heto Lab Equipment, Dinamarca) que
opera a-110° C en la placa condensadora y a una presion de menos de 4.10+
mbar en la cdmara. Al cabo de 48 hs se retiraron los sistemas del liofilizador
obteniéndose los sistemas deshidratados.

Los sistemas deshidratados asi obtenidos, se pulverizaron con la ayuda
de un mortero y se almacenaron en un desecador al vacio sobre MgClO4

(perclorato de manganeso) hasta su uso.

IV.4. ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES DE LOS SISTEMAS (METODOLOGIA

UTILIZADA)

Los sistemas deshidratados obtenidos segun la metodologia detallada

en la seccidn IV.3 fueron equilibrados a atmdsferas de diferentes aw. A
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intervalos de tiempo determinados se tomaron muestras y sobre los mismas se
efectuaron las siguientes andlisis:

a) Isoterma de sorcién de agua

b) Contenido de agua por gravimetria

c) Propiedades térmicas por calorimetria diferencial de barrido (DCS).

En la Figura IV.4 se muestra un diagrama de la metodologia usada:

SISTEMAS DESHIDRATADOS

Humidificacién a aw : 0,22, 0,44, 0,58,
0,75, 0,84, 0,97

DETERMINACIONES

Isoterma de sorcién ‘ @ g

de agua. Propiedades térmicas:
Contenido de agua:  Calorimetria Diferencial de
Gravimetricamente Barrido (DSC)

Figura IV.4. Acondicionamiento de los sistemas deshidratados y metodologia

usada para su andilisis.

IV.4.A. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES DE SORCION DE AGUA DE LA p-

CICLODEXTRINA Y DE LOS COMPLEJOS

IV.4.A.1. Determinacién de la Isoterma de sorcidén

Las isotermas de sorcidn de la B-ciclodextrina y de los complejos se
determinaron utilizando el método isopiéstico estdndar. Para ello, alicuotas de
aproximadamente 500 mg de B-ciclodexirina o de los complejos se colocaron

en viales de vidrio y se expusieron a atmdsferas de actividad de agua (aw)
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constantes en desecadores evacuados y a una temperatura de 25° C. Estas
fueron obtenidas mediante el empleo de soluciones salinas saturadas cuyas aw
a diferentes temperatura han sido determinadas (Greenspann, 1977).

En cada desecador se colocaron 100 ml. de solucion saturada, con un
exceso del 50% de sal para asegurar que la solucién permaneciera saturada
durante el tiempo de estudio. Esto Ultimo se verificd con un higrometro
(Aqualab). Las sales saturadas utilizadas permitieron cubrir el rango de aw

comprendido entre 0,22y 0,97 y sus valores se detallan en la tabla IV.2.

Tabla IV.2. Sales utilizadas y sus correspondientes valores de actividad de
agua (aw) a 25°C.

Qw 0.22 0,44 0,58 0,75 0.84 0,97

Sal C2H3KO2 K2COs3 NaBr NaCl KCI K2SOy4

Las muestras se pesaron periddicamente, considerdndose alcanzado el
equilibrio cuando se verificd constancia de peso (diferencias de peso menores
a 0,0005 g). El tiempo requerido para esto varié entre 1 a 3 semanas,

dependiendo de la aw utilizada y del sistema.

IV.4.A.2. Determinacién del contenido de agua

Una vez que las muestras alcanzaron el equilibrio, éstas se colocaron en
una estufa de vacio (Mettler-Toledo) durante 48 horas a 96° C en presencia de
perclorato de magnesio como desecante. El contenido de agua de los
sistemas se determind por diferencia de masa antes y después del secado

(peso hUmedo y peso seco).
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Las condiciones utilizadas aseguran una determinacion adecuada del
contenido de agua en los sistemas bajo estudio (Cardona y col., 1997). Las
determinaciones se hicieron por triplicado y el resultado final infformado fue un
promedio de las mismas. En todos los casos, el contenido de agua se expresd

en base seca (g. de Agua/ 100 g. de base seca).

IV.4.A.3. Caracterizacién de la isoterma

Numerosas ecuaciones empiricas y semiempiricas han sido propuestas
para correlacionar la humedad de equilibrio con la aw de alimentos (Boquet y
col., 1978, 1980; van den Berg, 1981).

Sin embargo las mds utilizadas son la a la ecuacién de de B.ET
(Brunauver-Emmett-Teller) y la de G.A.B. (Guggenheim-Anderson-de Boer) que
es una extensidn de la primera para sistemas que presentan adsorcidn en
multicapas.

La ecuacion de BET (Ec. IV.1) es una ecuacion a dos pardmetros que ha
sido ampliamente utilizada hasta 1985, en que la comision de Coloides y
Quimica de superficies de la UIPAC recomendd el uso de la misma para la
evaluacién de los datos de sorcidon en el rango de aw de 0,05 - 0,4. La

expresion matemdatica de dicha ecuacidn es la siguiente:

ks mCoa, av.1)
[1-a,)i+(C,-Da,] ’
Donde:
m: contenido de agua del sistema en (g de agua /g de masa secaq).
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mm: contenido de agua del sistema adsorbido como una monocapa sobre

la superficie del sélido(g de agua /g de masa seca).

Ce: constante relacionada con la energia libre neta de adsorcidn:

, (H . HL)
C, =C'exp| —— V.2
B P|: RT ( )
Donde:
C’: Constante empirica.
R: Constante de los gases.
T: Temperatura absoluta.

Debido a que Cs pueden variar en rango amplio de valores, la
ecuacion de BET puede aplicarse a isotermas tipo Il y lll (Figura 1.14, Seccién
1.6). En efecto, cuando mayor es la pendiente inicial mayor es el valor de Ceg,
mds sigmoidea es la isoterma y la tendencia al comportamiento tipo Il. Si bien
el agjuste a los datos experimentales sélo ocurre hasta una aw de 0,4 esto es
suficiente para obtener los valores de Cs y mm (Zhang y Zografi, 2000).

La ecuacién de GAB, representa una extensién de la ecuacion de BET.
Es una ecuacion simple que con sélo tres pardmetros ha demostrado describir
satisfactoriamente los datos experimentales en el rango de actividades de
agua de interés practico (0,1 -0,9).

Esta ecuacién ha sido utilizada ampliamente para describir la sorcion
de agua de muchos alimentos (Maroulis y col., 1988; Bizot, 1983; Weisser, 1995;

Tolaba y col., 2004). Ademds ha sido recomendada por el European Group,
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COST 90, para el estudio de las propiedades fisicas de alimentos (Wolf y col.,

1985).
La expresion matematica de la ecuacion de GAB es:
m,C..k.a,
m= (IV.3)
[(1 - ka, X1+ kC, — ka,)]
Donde:

m: contenido de agua del sistema en (g de agua /g de masa seca).
mm: contenido de agua del sistema adsorbido como una monocapa sobre
la superficie del sdlido (equivalente a la monocapa de BET).

Ce: constante relacionada con el calor de sorcidn en la monocapa:

Co= cexp[%} (1v.4)

Donde:

c: constante empirica.

Hm:  Calor total de sorcién en los sitios primarios de la monocapa.

Hn: Calor total de sorcidon de la multicapa (diferente al calor de

condensacidén del agua pura).

k: pardmetro que corrige la diferencia entre las propiedades del agua en

la multicapa respecto a las del agua pura:

k= k'exp[%"—)] (IV.5)

k' constante empirica
Hp: Calor de condensacion del agua pura.

Hn: Calor total de condensacion de la multicapa.
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IV.4.B. DETERMINACION DE PROPIEDADES TERMICAS DE LOS COMPLEJOS

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) se empled para verificar la
formacién de los complejos de la PR-ciclodextrina con el timol y el
cinamaldehido asi como para seguir la liberacién de los mismos durante el
almacenamiento.

La desaparicion completa de los picos térmicos correspondientes a los
puntos de fusidon de las moléculas huéspedes, cuando son examinadas como
complejos, es considerada como una prueba real de inclusiéon (Williams y col.,
1998).

La liberacién durante el almacenamiento de los compuestos incluidos,
se siguid, determinando la entalpia correspondiente a los picos de fusion de
los compuestos puros. En el caso del timol, éste se encuentra en el rango de
48 a 50° C y para el cinamaldehido entre -7,5° C a-10° C.

Dichas determinaciones se realizaron utilizando un equipo Mettler DSC
30 con un procesador TA 4000 y un sistema de andlisis térmico TA72. El equipo
fue calibrado con los puntos de fusion de Indio (156,6° C), plomo (327,5° C) y
zinc (419,6° C). Se hicieron andlisis por duplicado, utilizando cdpsulas de
aluminio (Mettler aluminum pan) de 40 ulL herméticamente sellados,
conteniendo muestras de entre 5 a 10 mg. Como referencia se utilizd una
cdpsula vacia pinchada.

Para evitar fendmenos de distorsién observados al comienzo v final del
calentamiento o enfriamiento, las determinaciones se realizaron en todos los

casos comenzando el barrido por lo menos 30° C por debagjo de la
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temperatura esperada para el inicio de una dada transicién vy finalizando por
lo menos a una temperatura 10° C mayor.

El rango de temperatura programado fue desde -40° C a 100° C para el
complejo de timol-B-ciclodextrina y desde -100° C a 120° C para el complejo
de cinamaldehido-R-ciclodextrina. En ambos casos la velocidad de

calentamiento fue de 10° C/min.

IV.4.B.1. Determinacién de la formacién de complejos de Inclusién

La formacién de complejos con algunas sustancias se verifica por la
desaparicion total de la sefal endotérmica correspondiente a los picos de
fusion de los ligandos puros (Hedges y McBride, 1999). Es asi que en este
trabajo se realizaron mediciones dindmicas para determinar los puntos de
fusion (Tr) y calores de fusidn (AHm) de la B-ciclodextrina, timol, cinamaldehido
y los complejos de inclusidn. El valor de Tm fue tomado como el onset del pico
de fusién, Las temperaturas de fusion informadas corresponden a la
temperatura del pico endotérmico. Los valores de entalpia de fusién fueron
obtenidos calculando el drea de la fransicidn endotérmica en relacién a la
masa de ligando presente en esa muestra.

Antes de medir el complejo recién formado, se determinaron en los
termogramas de la B-ciclodextrina, el timol y el cinamaldehido puros. A
continuacién se determinaron los termogramas de los complejos
deshidratados recién formados (aw=0) (timol/B-ciclodextrina y
cinamaldehido/p-ciclodextrina). La no aparicién de los picos de fusidn
correspondiente a los compuestos puros en dichos termogramas indicaria que

los complejos se han formado.
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IV.4B.2.  Determinacién del ligando libre y estabilidad de los complejos

Una vez que los sistemas alcanzaron el equilibrio a las diferentes aw a
intervalos de tiempo determinados, se extrajeron muestras y se determind el
termograma de las mismas.

Para determinar el porcentaje de ligando liberado (% L) de los
complejos aimacenadas a diferentes aw y 25° C, se determind la relacién
entre la entalpia de fusion obtenida en forma dindmica luego del
almacenamiento (dentro de los complejos) y el valor de la entalpia de fusién
del ligando puro medido en las mismas condiciones, utilizado como referencia.

La férmula entonces, seria la siguiente:
%LIBERADO (%L)= % (IV.6)
0

en donde,
AHs : calor de fusion del timol o del cinamaldehido en los complejos

AHo : calor de fusién del timol o del cinamaldehido puros.

IV.4.C. TRATAMIENTO DE DATOS

El modelado de los datos experimentales y regresiones presentados se
realizé utilizando programas provistos por la biblioteca (Graph Pad Prism V4.1),
a través de correlacion lineal o no lineal, segin los casos. Este programa
minimiza el cuadrado de la diferencia entre los valores predichos vy

experimentales.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V. CAPITULO 1. ESTUDIOS DE LAS PROPIEDADES DE SORCION DE AGUA DE LA

B-CICLODEXTRINA Y SUS COMPLEJOS
V.1.A. CINETICA DE ABSORCION DE AGUA

La figura V.1.1 muestra el contenido de de agua en funcidn del tiempo

para la B-ciclodextrina a 25° C.

30

0,97 a,,

© 0,84 q,

~ 0,75aq,
0,58 a,,
0,44 q,,

* 0,22 q,

Contenido de Humedad (%b.s)

O+ T T T T
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

Tiempo (dias)

Figura V.1.1 Cinética de absorcion de agua de la B-ciclodextrina a 25° C, expuesta

a diferentes aw.

El tiempo necesario para alcanzar el contenido acuoso del equilibrio

fue aproximadamente 10 o 12 dias para las muestras almacenadas a
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actividades de agua comprendidas entre 0,22 a 0,75, mientras que para las
muestras almacenadas a 0,84 y 0,97 de aw dicho tiempo fue de 14 dias. Los
complejos timol-B-ciclodexirina presentaron un comportamiento s‘imilor
respecto al tiempo necesario para alcanzar el equilibrio, sin embargo el
contenido de agua del equilibrio a 0,97 fue mucho mayor que el
correspondiente a las muestras equilibradas enfre 0,22 y 0,75 de aw (Figura

V.1.2).

15.0
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& 12.5+4
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O~
£ 0 10.04
:l?': 8 - s 0,840,
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() + N - + 0,75a
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6.0 o . +— 058aq,
Q R . 5
thJ e A 043 qa,
O~
= 5.0 = = =—a 0224,
o
(&)
2.5+
OO 1] 1 L] )
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Tiempo (Dias)

Figura V.1.2 Cinética de Absorcion de agua del .complejo timol-B-ciclodextrina a

una temperatura de 25° C, expuestos a diferentes aw.

Los complejos cinamaldehido-R-ciclodexirina  presentaron  un
comportamiento totalmente diferente, necesitando mayor tiempo para llegar
al equilibrio. En efecto, para las muestras expuestas a actividades de agua de

0,22, 0,44, y 0,58 el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio fue 12 dias,
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mientras que las muestras expuestas a actividades de agua de 0,75, 0,84y 0,97
dicho tiempo fue de 16 dias (Figura V.1.3). Ademdas los valores del contenido
de agua del equilibrio de los complejos cinamaldehido-p-ciclodexirina a cada
aw fueron menores que los correspondientes a los complejos timol-B-

ciclodextrina a las mismas aw (observar Figura V.1.2 y Figura V.1.3).
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. . . . *084q,
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O
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o .
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Figura V.1.3 Cinéfica de Absorcion de agua del complejo cinamaldehido--

ciclodextrina a 25° C, expuestos a diferentes aw.

Comparando los tres graficos obtenidos, se observé que la cantidad de
agua absorbida en el equilibrio a cada aw por ambos complejos fue menor
que la correspondiente a la B-ciclodextrina siendo el orden B-ciclodextrina >

timol-B-ciclodextrina > cinamaldehido-p-ciclodextrina .
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V.1.B. ISOTERMAS DE SORCION DE AGUA DE LA B-CICLODEXTRINA Y LOS

COMPLEJOS

Se determinaron las isotermas de sorcién de agua de la B-ciclodextrina,
y los complejos timol-B-ciclodextrina y cinamaldehido-B-ciclodextrina a 25° C.
Los valores del contenido de agua de equilibrio de la B-ciclodextrina, en

funcién de la aw se encuentran representados en la Figura V.1.4,

22

B -ciclodexfrina
20+

184

164

(g de agua/100g MS)

14+

12 ) ) ) ) L) ) 1 1

)
o0 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1.0
Ay
Figura V.1.4. Isoterma de sorcion de agua del a f-ciclodexfrina a 25° C. El contenido

de agua se expresdé como gramos de H20 por 100 gramos de masa seca (MS).

Como se puede observar, durante el proceso de sorcién el contenido
de agua se incrementd constantemente desde 0,11 hasta una aw de 0,5,
seguido de una etapa durante la cual el contenido de humedad
permanecié constante hasta que la aw llegd a 0,75. A continuacién, el

contenido de humedad se incrementd rdpidamente hasta alcanzar un valor
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de 21,5 g de agua/100g de MS. Estos resultados fueron similares a los obtenidos

por Cserhdtiy Forgdcs, (2003) (Figura V.1.5).

12

61

Absorcién de agua mol/mol
@

-~
4

Figura V.1.5. Isoftermas de sorcidon de vapor de agua para o, fy yciclodextrinas a 40°
C(

absorcion, -------- desorcidn).

Una mayor informacién de las propiedades de hidrataciéon de la B-
ciclodextrina puede obtenerse, expresando el contenido de agua absorbido
a cada aw, como moles de agua por mol de B-ciclodexirina seca (Figura
V.1.6).

En efecto, en la misma se puede apreciar que el plateau que se
observd entre 0,5 y 0,75 de aw corresponde a un hidrato de 10,5 moles de
agua/mol de ciclodextrina y luego la captacidn de agua aumenta
abruptamente para formar un hidrato de aproximadamente 12,5 moles de

agua/mol de ciclodextrina.
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Figura V.1.6 Isoterma de sorcion de agua de pciclodextrina a 25° C. El contenido

de agua se expresé como moles H20 por mol de B-ciclodextrina seca.

Este comportamiento fue similar al obtenido por ofros investigadores.
Marini y col, (1995) encontraron que la cantidad de moles de de agua
absorbidos por la B-ciclodextrina cambia de una manera continua y reversible
de 12,3 a 9,4 moles cuando la aw varia de 1 a0,15.

La estructura de los hidratos de la B-ciclodextrina en estado sdlido ha
sido determinada por diversos métodos. Asi, Winkler y col. (2000) por
simulacion dindmica molecular y Lindner y Saenger (1978, 1982) por medio de
estudios cristalogrdficos, encontraron que la B-ciclodextrina estd asociada
con 12 moléculas de agua para formar un dodecahidrato. Ambos autores
observaron que aproximadamente la mitad de las moléculas de agua se
ubican en ocho sitios especificos de la cavidad y el resto se distribuye en ofros

ocho sitios (entre la superficie y los intersticios de las ciclodextrinas). Es asi que
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4,5 moléculas de agua estarian ubicadas en estos sitios especificos dentro de
la cavidad y las 5,5 moléculas restantes estarian distribuidas en la supertficie de
la molécula de la B-ciclodextrina (Figura V..7). Este tipo particular de
distribucién de las moléculas de agua dentro de la cavidad determina que la

B-ciclodexirina presente simetria en su forma hidratada (Connors, 1997).

Figura V.1.7. Configuracién de una gCD+12H20 obtenida por datos de difraccidn de
neutrén a 120° K. Los puentes de Hidrégeno esfdn representados por fineas punfeadas
(Tomado de Winkler y col, 2000).

Por ofra parte, Fujiwara y col. {1983) hallaron una nueva forma de
hidrato, en el cual 11 moléculas de agua se encontrarian asociaddas con una
molécula de p-ciclodextrina.

Como resultado de estos estudios, los autores concluyeron que las
moléculas de agua dentro de la pB-ciclodextrina estén en estado “activo" y
podrian ser faciimente removidas por ligandos capaces de formar complejos

con las ciclodextrinas (moléculas mds hidrofébicas que el agua).
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Comparando estos Ultimos resultados con los obtenidos por Marini y col.,
(1995) puede concluirse que la etapa de deshidratacion desde 1 a 0,15 de aw
involucra casi exclusivamente parte de las 7 moléculas de agua ubicadas
dentro de la cavidad de la B-ciclodextrina.

En la Figura V.1.8 se muestran las isotermas de sorcion de agua de los
complejos de timol-B-ciclodextrina y cinamaldehido-B-ciclodextrina. Se
pueden observar que ambas isotermas presentaron un perfil de sorcién similar
al de la B-ciclodextrinas. Sin embargo a pesar que presentaron el mismo perfil

trifésico, la cantidad total de agua absorbida fue menor.
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Figura V.1.8. Isotermas de sorcion de agua de los complejos de timol-p-ciclodextrina

y cinamaldehido-f-ciclodextrina a 25° C.

Esta diferencia se evidencia en forma mdés nitida, si se expresa el
contenido de agua absorbido a cada aw, como moles de agua por mol de

complejo seco (Figura V.1.9).

76



Resultados y discusion

En efecto como puede observarse en la Figura V.1.9 estos complejos

formaron hidratos con 7 o 8,5 moles de agua con cinamaldehido y timol

respectivamente.

Estos resultados indican que el mecanismo de formacion

de los complejos involucra el desplazamiento de las moléculas de agua de la

cavidad de la B-ciclodextrina, por el huésped que se incluye.

Ademds,

confirman, que las moléculas de agua dentro de la B-ciclodextrina estdn en

estado "activo” y pueden ser facilmente removidas por compuestos, con el

tamano e hidrofobicidad adecuados para ocupar la cavidad interior de la B-

ciclodextrina, (tales como el timol y el cinamaldehido) y asi formar complejos

con las ciclodextrinas (moléculas mas hidrofébicas que el agua).
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Figura V.1.9. Isotermas de sorciéon de agua de los complejos timo-f-ciclodextrina- y

cinamaldehido-p-ciclodextrina a 25°(el contenido de agua se expresa como moles

H20 por mol de complejo seco).
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V.1.C. CARACTERIZACION DE LA ISOTERMA

Como fue mencionado en el capitulo anterior (Materiales y Métodos),
para correlacionar el contenido de humedad de equilibrio con la actividad de
agua de un alimento se han propuesto varias ecuaciones empiricas vy
semiempiricas. Sin embargo las mds utilizadas en la industria alimentaria y
farmacéutica, han sido las ecuaciones de BET (Brunauer-Emett-Teller) y GAB
(Guggenheim-Anderson-de Boer).

Debido a que la ecuacién de BET sélo es aplicable hasta una aw de
0.4 y dado que nuestro estudio cubre un rango de aw de 0,22 a 0,97, la
caracterizacién de las isotermas de sorcidén se efectud por medio de la

ecuacion de GAB (ecuacion IV.3 de Materiales y Métodos).

- m C.kd, (V.3)
[(1-ka Y1+ kC, —ka,)] '

Los valores de los pardmetros de la ecuacion de GAB (mm, Cey k),
cuyo significado fue explicado en la seccidn IV.4.A.3 de Materiales y Métodos,
fueron estimados aplicando a los datos experimentales, un programa de
regresion no lineal (Graph Pad V4.1) que minimiza la suma residual de
cuadrados.

En la Tabla V.1.1 se muestran los valores del contenido de agua de la
monocapda (mm,), Yy las constantes Ce y k con sus correspondientes

desviaciones esténdar (o) y coeficientes de correlacion (R?).
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Tabla V.1.1. Valores del contenido de agua de la monocapa (mm,), las constantes Ce y
k de la ecuacioén IV, sus correspondientes desviaciones estadndar (o) y los coeficientes

de correlacion (R?).

Sistema mm * o, Cet o, kt ok R2
(g H20/g M$§*)%
B-ciclodextrina 15,5 £ 0,6 (8,7+0,2). 105 0,36 £0,05 0,984
Cinamaldehido-B- 49 £ 1,1 7.5+5 0,65+ 0,11 0977
ciclodextrina
Timol-B-ciclodextrina 2,902 (2,8+£0,2). 105 0,80+ 0,04 0.909

* MS (masa seca)

Los valores de los coeficientes de correlacion (R?) y la desviacion estandar (o)

indican que el modelo de GAB describié aceptablemente el contenido de

humedad de equilibrio de la R-ciclodexirina y de los complejos timol- B-

ciclodextrina y cinamaldehido-R-ciclodextrina. En efecto los valores de R?

fueron en todos los casos 2 a 0,90 y el error porcentual de todos los

pardmetros fue < 17 % excepto para el pardmetro Ce correspondiente al
complejo cinamaldehido-p-ciclodextrina (Tabla V.1.1). Dicha  habilidad
también puede corroborarse en la Figura V.1.10 donde se observa un buen

ajuste entre los valores experimentales y los predichos por la ecuacion de GAB.
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Figura V.1.10. Comparacion del contenido de agua en el equilibrio predichos por la
ecuacion de GAB con los valores experimentales para la p-ciclodextrina y los complejos
timol-g-ciclodextrina y cinamaldehido-f-ciclodextrina a 25° C. Los simbolos representan

los valores experimentales y las lineas los calculados por la ecuacién de GAB.

Los valores de k fueron todos < que 1 tal como ocurre para muchos

productos alimenticios y farmacéuticos (Weiser, 1995; Tolaba y col., 2004).

Los valores de monocapa calculados fueron en el orden: mm de la B-
ciclodextrina > mm del complejo cinamaldehido-B-ciclodextrina > mm del
complejo timol-B-ciclodexirina. Este orden coincide con el nUmero de
moléculas de H20 presentes en la estructura de sus hidratos respectivos
(seccion V.1.B). Ademds, puede observarse que el valor de mm, de la B-
ciclodextrina fue 3y 5 veces mayor en magnitud que los correspondientes a
los complejos de cinamaldehido y timol respectivamente. Esto seria una

evidencia mds que la formacién del complejo implica el desplazamiento de
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moléculas de agua de la cavidad de la B-ciclodextrina por el compuesto
incluido.

A partir del valor de monocapa se determinaron las dreas de adsorcion
de la B-ciclodextrina y de los complejos. El conocimiento de este pardmetro
es importante ya que permite evaluar la naturaleza de las uniones
involucradas en la interaccién de un dado material con el agua vy
proporciona informacién sobre la microestructura del mismo. Dicha drea (A)
fue determinada como (Gregg Y Sing, 1982):

_Nay,m,

A= =3,5x10°m,, (V.1.1)

Donde:
N= NUmero de Avogadro (6x10% moléculas/ k mol)

ay o= @rea de una molécula de agua (10,6x10%° m?)

M= Peso molecular del H20 (18kg/kmol).

Los valores de A obtenidos aplicando la ecuaciéon V.1.1 fueron: 542,5,
175,5 y 101,5 m?/g para la PB-ciclodextrina, el complejo cinamaldehido-B-
ciclodexirina y el complejo timol-R-ciclodextrina  respectivamente. Estos
valores fueron del mismo orden de magnitud que los obtenidos por otros
investigadores (Aguerre y col., 1989; Tolaba y col.,, 2004) para otro tipo de
materiales, como los almidones de cereales. Ademas, los resultados obtenidos
indican que la formacién de los complejos produce una disminucion
significativa en la superficie total disponible para interacciones hidrofilicas
respecto ala de la B-ciclodextrina y que la magnitud de la misma depende de

la naturaleza del compuesto incluido.
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La entalpia neta de adsorcién fue estimada utilizando la ecuacién IV.4

de Materiales y Métodos.

Cs=c exp[g%H")} (1IV.4)

A partir de la misma y considerando para la constante ¢ un valor de 1

resulta:
In(C;)xRT =(H,, - H,) (V.1.2)

Si se remplaza Ry T por sus valores numeéricos resulta:

ln(CG).298K.8,314—J— =(H,-H,) (V.1.3)
K.mol

Los valores estimados de la entalpia neta de adsorcidn aplicando la
ecuacion V.1.3 fueron: 34, 5, 497 y 31 kJ/mol para la B-ciclodextrina, el
complejo cinamaldehido-B-ciclodextrina y el complejo timol- R-ciclodextrina
respectivamente. Estos valores fueron del mismo orden de magnitud que los
obtenidos por Bilal y col., (1994) que determind, utilizando un calorimetro, el
calor de disolucién de muestras de R-ciclodextrina conteniendo diferente
cantidad de moles de H:O/mol de ciclodexirina.

En conclusion la ecuacién de GAB describié aceptablemente las
isotermas de adsorcion de la RB-ciclodextrina y de los complejos. A partir de la
misma se estimaron los valores del contenido de agua de la monocapa (mn),
el drea especifica de adsorcidn y las entalpias netas de de adsorcién. Los
valores obtenidos de dichos parédmetros fueron coincidentes con los hallados

por otfros investigadores.
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V. CAPITULO 2. PROPIEDADES TERMOFISICAS DE LOS COMPLEJOS DE

INCLUSION

V.2.A. CONFIRMACION DE LA FORMACION LOS COMPLEJOS DE INCLUSION

Para verificar la formacion de los complejos de inclusion del timol vy el
cinamaldehido con la  PR-ciclodextrina, obtenidos por el método de
coprecipitacion (seccion IV.3 de Materiales y Métodos) se utilizé la Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC), tal como se sefiald en la seccién IV.4.B.1 del
mismo capitulo. Este método ademds de ser una determinaciéon rdpida vy
accesible, ha sido recomendado en particular, para los complejos de
inclusiéon de la B-ciclodextrina (Williams y col., 1998).

Es importante reiterar que en los termogramas, las cristalizaciones
aparecen como picos exotérmicos y las fusiones, como picos endotérmicos
por lo cual la desaparicion completa de los picos térmicos correspondientes a
los puntos de fusion de las moléculas huéspedes, cuando son examinadas
como complejos, se considera una prueba fehaciente de la inclusion
(formacién del complejo)

De esta manera, se determinaron en primer lugar los termogramas de

las sustancias puras:

Q) el cinamaldehido puro
b) el timol puro
c) la B-ciclodexirina

En la Figura V.2.1 se muestra el termograma del cinamaldehido puro. A
temperatura ambiente el timol se encuentra en estado liquido y durante el

proceso de enfriamiento hasta -100° C cristaliza. Entonces, luego durante el
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calentamiento de -100 a 120 * C se observé en primer termino un pico de
cristalizacién (exotérmico) a -28° C seguido de un pico de fusidbn a una
temperatura aproximada de -10° C. Estos valores son similares a los hallados
por otfros investigadores (Carlottiy col., 2007) .

La Figura V.2.2 muestra el termograma obtenido para el timol puro. En el
mismo se observé un pico endotérmico en un rango de temperatura de 48 a
52° C. Mourtzinos y col., 2008 encontraron un valor similar en un estudio sobre
la estabilidad de monoterpenos encapsulados en B-ciclodextrina y matrices

de almiddn.

1.0

0.5- Cinamaldehido

Wig
)
(6}

[

'2.0 ) L) 1 L} L} L} 1 L]
100 -75 -50 -25 0 25 50 75 100 125

Temperatura (°C)

Figura V.2.1. Termograma obtenido por DSC del cinamaldehido puro.
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Figura V.2.2. Termograma obtenido por DSC del timol puro.

El termograma de la P-ciclodextrina pura presentd un  pico
endotérmico que se inicia a alrededor de 120° C debido posiblemente a la
eliminacion del agua de solvatacién (Hedges, y McBride, 1999; Giordano y

col., 2001).



Resultados y discusion

B-ciclodextrina

-1

Wig

'3 ) L) ] L] ] Ll L
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Temperatura (°C)

Figura V.2.3. Termograma obtenido por DSC de la p-ciclodextrina pura.

Obtenidos los termogramas de las sustancias puras, se procedid a

determinar los termograma de los complejos deshidratados recién formados

(aw=0):
d) el complejo de inclusién de la B-ciclodextrina con el
timol
e) el complejo de inclusidon de la R-ciclodextrina con el

cinamaldehido.

En las figuras V.2.4 y V.2.5 se muestran los termogramas de ambs
complejos obtenidos por DSC. Al comparar dichos termogramas con los
correspondientes a los de su respectivo compuesto puro (Figuras V.2.1 y V.2.2)
se observd la desaparicion completa de los picos de fusidn caracteristicos del

timol (50° C) y del cinamaldehido a -10° C.
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-0.15
-0.20- Complejo cinamaldehido-f -ciclodextrina
-0.25+
Ry
=
-0.30-
-0.35+
) I | 1 1 L
-50 -25 0 25 50 75 100

Temperatura (°C)

Figura V.2.4. Termograma del complejo de cinamaldehido-pciclodextrina
deshidratado.
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Figura V.2.5. Termograma del complejo de timol-p-ciclodexfrina deshidratado.
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Estos resultados son una fuerte evidencia que los complejos de inclusidon
se han formado. En efecto, Wiliams y col. (1998); Ribeiro y col. (2003) y Pinto y
col, (2005) han considerado que la desaparicion completa de los picos
térmicos de las moléculas huéspedes, cuando son examinadas como
complejos, puede ser considerada como una prueba real de inclusién y que

esta técnica puede utilizarse como rutina con tal fin.

V.2.B. DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD

Los flavores encapsulados son generalmente almacenados por un
extenso periodo de tiempo antes de su incorporacidn a productos
farmacéuticos, cosméticos o alimentos. Entonces, es importante determinar
ademads de la eficiencia de encapsulacién (cantidad inicial de la molécula
huésped encapsulada en la cavidad de la B-ciclodexirina) la cantidad
retenida durante el amacenamiento bajo diferentes condiciones externas
(temperatura, humedad, luz, oxigeno, etc.).

Con ese objetivo los complejos deshidratados obtenidos de acuerdo
a la metodologia descripta en la Figura IV.3 (Materiales y Métodos) fueron
equiliorados a atmdsferas de diferentes aw. y 25° C. A intervalos de tiempo
determinados se tomaron muestras y se determino el termograma de las
complejos por DSC (seccién IV.4.B.1 de Materiales y Métodos). Dicho andlisis
permitié determinar si el timol y cinamadehido continuaban encapsulados.

Dicho estudio reveld, que la cantidad de timol y de cinamaldehido
liberada de sus respectivos complejos de inclusion fue funcién de la awy del

tiempo de almacenamiento.
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Se observé que a una aw < 0,84, el timol y el cinamaldehido no fueron
liberados de sus respectivos complejos de inclusién, durante 84 dias de
almacenamiento.

En la Figura V.2.6 y Figura V.2.7 se muesiran los termogramas de
complejos de timol-f-ciclodextrina y cinamaldehido-p-ciclodextrina
respectivamente. En las mismas se muestran, a modo de ejemplo. los
termogramas correspondientes a dichos complejos desde una aw de 0,22 a
0,75 y luego de 90 dias de almacenamiento. La no aparicion, en los
termogramas, de los picos de fusion caracteristicos del timol y cinamaldehido
que a aw < 084 pemite afimar que bdjo dichas condiciones de

almacenamiento los complejos fueron estables.

0.3

0.2+ Complejo fimol-p-ciclodextina

0.1+

-0.0- \\o&&,—
2 1

| 0,44 a,,
0.2
N

0.3+
-
0.4+
"0.5 L) LJ L} v LJ . L L L] L
5 5 1 25 35 45 55 65 75 85 95
Temperatura (°C)

Figura V.2.6. Termogramas obtenidos por DSC del complejo timol-B-ciclodextrina a

diferentes aw y después de 90 dias de almacenamiento.
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Figura V.2.7. Termogramas obtenidos por DSC del complejo cinamaldehido-B-
ciclodextrina a diferentes aw y después de 90 dias de almacenamiento.

Sin embargo, a avw de 084 y de 0,97 se observé una variacién
considerable en la estabilidad de ambos complejos.

En efecto en la las Figuras V.2.8 y V.2.9 se muestran los termogramas
correspondientes al complejo timol-p-ciclodextrina a aw de 084 y de 0.97
respectivamente y a distintos tiempos de almacenamiento. A 0,84 de aw el
complejo fue estable hasta los 90 dias de aimacenamiento en que se observd
un pequeio pico de fusion a aproximadamente 15° C. A 0,97, la liberacién del
timol se observd ya a partir de los 23 dias y se incrementd al aumentar el
tiempo de almacenamiento (Figura V.2.9). Ademds, puedo observarse que el

pico de fusidén del timol se comidé a menor temperatura.
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-0.05
Complejo timol-p-ciclodextrina a,,=0,84
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Figura V.2.8. Termogramas obtenidos por DSC del complejo timol-p-ciclodextrina a
0,84 de awy a distintos tiempos de aimacenamiento.
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Figura V.2.9. Temrmogramas obtenidos por DSC del complejo timol-B-ciclodextrina a
0,97 de aw Yy a distintos tiempos de almacenamiento.
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El complejo de cinamaldehido-p-ciclodextrina presenté un
comportamiento similar, con algunas diferencias. En las Figuras V.2.10 y V.2.11
se muestran los termogramas de dicho complejo a 0,84 y de 0,97 de aw
respectivamente.

Dicho complejo a 0,84 de aw fue menos estable que el de timol-f-
ciclodextrina, ya que la liberacién del cinamaldehido se inicié a los 23 diasy
se incrementé con el tiempo de aimacenamiento (Figura V.2.10).

A 0,97 de aw, por el contrario el complejo fue estable hasta los 90 dias
de almacenamiento, en el que la liberaciéon del cinamaldehido se inicia en

manera abrupta (Figura V.2.11).

Complejo cinamaldehido-p-ciclodextrina a,,= 0.84
-0.06-

Recién equilibrado

«0.16+
oo
=
-0.26+
'0-35 L L L Ll L v ) L} L) v T '
-40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Temperatura (°C)

Figura V.2.10. Termogramas obtenidos por DSC del complejo cinamaldehido-B-ciclodextrina
a 0,84 de aw y a distintos tiempos de almacenamiento.
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Figura V.2.11. Temtmmogramas obtenidos por DSC del complejo cinamaldehigo-B-

ciclodextrina a 0,97 de aw y a distintos tiempos de almacenamiento.

A partir de los termogramos de los complejos de inclusién, obtenidos a

las diferentes aw y tiempos de aimacenamiento, se determinaron los valores de
las entalpias de fusién del timol y cinamaldehido (AHs ). Esto permitié calcular
la cantidad de dichos compuestos liberada de los complejos durante el
almacenamiento. Se determiné también, el valor de la entalpia de fusién
cormrespondiente a la cantidad inicial del ligando puro presente en el complejo
(AHo ). Este Ultimo valor fue obtenido, a partir del termograma de dicho
ligando medido en las mismas condiciones experimentales.

La relacién entre ambos valores pemitié determinar el porcentaje de
timol o cinamaldehido liberado (% L) de acuerdo a lo explicado en la seccién

IV.4.B.2 (Materiales y Métodos) y utilizande la férmula IV.é:



Resultados y discusion

% Liberado =(%L) = AHs
AHo

Las figuras V.2.12 y V.2.13 muesiran el porcentaje de timol y de

cinamaldehido liberado (% L) de sus complejos a 084 y a 0,97 de aw, en

funcién del tiempo.
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Figura V.2.12. Porcentaje de timol liberado de su complejo con p-ciclodextrina a 0,84 y

0,97 de aw. Los resultados se muestran como % liberado en funcién del tiempao (dias).

La cantidad de timol liberado del complejo a 0.84 de aw, fue muy baja

hasta 70 dias de almacenamiento en el que aumento levemente (Figura

V.2.12). Por el contrario, a 0,97 de aw. la liberacién del timol encapsulado se

inicié casi al comienzo del tiempo de almacenamiento y luego se incrementd

linealmente con el mismo hasta los 70 dias, en el que se estabilizé.
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Figura V.2.13: Porcentaje de cinamaldehido liberado de su complejo con p
ciclodextrina a 0,84 y 0,97 de aw. Los resultados se muesfran como % liberado en
funcién del tiempo (dias).

Las muestras del complejo de cinamaldehido-B-ciclodexirina
presentaron un comportamiento diferente. En efecto, a 0,84 de awla liberacién
del cinamaldehido empezé a los 23 dias y se incrementé linealmente con el
tiempo de almacenamiento. Sin embargo, luego de 75 dias de
almacenamiento, el % de cinamaldehido liberado fue sélo de 12%.

En cambio, las muestras del complejo de cinamaldehido-g-ciclodextrina
expuestas a una aw de 0,97, mostraron un comportamiento diferente: la
liberacién empezd luego de 60 dias de almacenamiento, tiempo a partir del
cualel %L seincrementd abruptamente con el tiempo de amacenamiento.

Si se compara la estabilidad de ambos complejos, se puede apreciar
que presentaron comportamientos diferentes. A 0,84 de aw, el complejo del

timol-B-ciclodextrina fue mds estable que el de cinamaldehido-g-ciclodextrina.

95



Resultados y discusion

Por el contrario, a 0,97 de aw el complejo del icinamaldehido-B-ciclodextrina
fue mas estable que el de fimol-B-ciclodextrina hasta los 70 dias de
almacenamiento, aungue el % liberado luego de 90 dias de almacenamiento
fue similar. Estas diferencias de comportamiento pueden ser ocasionadas por
la diferente estructura quimica, que presentan el timol y el cinamaldehido

(comparar la Figura IV.1 y la Figura IV.2).

V.2.C. RELACION ENTRE LAS PROPIEDADES DE SORCION DE AGUA DE LOS

COMPLEJOS Y SU ESTABILIDAD DURANTE EL ALMACENAMIENTO

Los resultados obtenidos en la Seccion V.2.B demostraron que la
liberacién del timol y cinamaldehido de sus complejos con B-ciclodextrina esta
determinada fundamentalmente por la aw de la atmdsfera de
almacenamiento. En efecto, la liberacién de ambos compuestos, se inicidé a
partir de 0,84 de aw. Por otro parte, en el entorno de dicha aw se observé un
notable incremento en la adsorcion de agua del complejo correspondiente
(isotermas de adsorcidn de los complejos de timol y cinamaldehido con B-
ciclodextrina: Figura V.1.8). Es decir, que podria existir una vinculacién entre
ambos fenémenos.

Esta relacion se hace evidente en la Figura V.2.14 y Figura V.2.15, en las
que se ha representado en un mismo grdfico la cantidad de agua adsorbida y

el porcentaje de timol o cinamaldehido liberado en funcién de la aw.
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Figura V.2.14. Porcentaje de timol liberado de su complejo con p-ciclodextrina y
porcentaje de agua adsorbido en funcién de la aw.
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Figura V.2.15. Porcentaje de cinamaldehido liberado de su complejo con p
ciclodextrina y porcentaje de agua adsorbido en funcién de la aw.
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Ambas Figuras muestran que la aw en que comienza la liberacion del
huésped, coincide con un incremento abrupto de la sorcién de agua en la
isoterma de adsorcidon de los comblejos respectivos. Se puede dafirmar
entonces que la estabilidad de los complejos del timol y cinamaldehido fue
gobernada por la forma de la isoterma de adsorciéon de agua.

La relacién entre ambos fendmenos fue cuantificada por la siguiente

ecuacion exponencial:

%dLiberado = L,.e"] (V.2.1)

Donde:

Lo= % de huésped liberado a contenido de agua cero

k= constante de pérdida

m= contenido de agua (g de agua/100 g MS).

En la Tabla V.2.1 se muestran los valores de Lo, las constantes de pérdida
k, sus correspondientes desviaciones estdndar (o) y los coeficientes de

correlacion (R?) para ambos complejos.

Tabla V.2.1. Valores de la constante de velocidad k, el pardmetro Lo de la ecuacion
V.2.1 con sus correspondientes desviaciones estandar (o) y coeficientes de correlacién
(R?).

Complejo loxowe k*o«k R?
(g de agua/100 g MS)"!
Timol-B-ciclodextrina (2+0,3)x103 0,80%0,1 0,999
Cinamaldehido (8+£0,3)x103 082+ 0,1 0,957
-B-ciclodextrina
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Los valores de los coeficientes de cormelacién (R2) y de la desviacion

estandar (o) indican que la ecuacion V.2.1 fue adecuada para predecir el %

de huésped liberado del complejo en funcién del contenido de agua presente
en el mismo. Dicha habilidad también puede corroborarse en la Figura V.2.16,
donde puede observase un buen djuste entre los valores experimentales y los
predichos por la ecuacién V.2.1

Los valores de k de ambos complejos fueron no significativamente
diferentes, lo que indica que la liberacién del timol y cinamaldehido
presentaron la misma dependencia respecto a la cantidad de agua captada

por la muestra.

cinamaldehido

% Liberado( AHs/AHo )
b
(=]

timol

L) LM

0 2 4 6 8 10 12
(g de agua/100g MS)

Figura V.2.18. Porcentaje de cinamaldehido o timol liberado de su complejo con 4

ciclodexfrina en funcidén del porcentaje de agua adsorbido. Los simbolos
representan los valores experimentales y las lineas los predichos por la ecuacion
vV.2.1.
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Conclusiones generales

VL.

INTEGRACION DE LOS RESULTADOS Y CONCLUSIONES GENERALES

El objetivo de esta investigacion fue estudiar la aptitud de la B-

ciclodextrina de formar complejos de inclusion con dos compuestos

hidrofébicos: timol y cinamaldehido, determinar sus propiedades de sorcién de

agua y anadlizar su estabilidad durante el almacenamiento en diferentes

condiciones de humedad relativa.

PROPIEDADES DE SORCION DE AGUA

Las isotermas de adsorcion de agua de la B-ciclodextrina y de los
complejos mostraron un perfil trifésico: el contenido de agua
aumentd constantemente desde 0,22 hasta una aw de 0,5, seguido
de un "“plateau” hasta que la aw llegd a 0,75 y a continuacién el
contenido de agua se incrementd rdpidamente. Sin embargo la
cantidad méxima de agua captada fue diferente: B-ciclodextrina >
complejo timol-B-ciclodextrina > cinamaldehido- B-ciclodextrina.

Las moléculas de agua dentro de la B-ciclodextrina estdn en estado
“activo” y pueden ser desalojadas facilmente por compuestos con
tamano e hidrofobicidad adecuadas para ser incluidos dentro de la
cavidad de la B-ciclodextrina. Esto se verificd ya que la B-ciclodextrina
forma hidratos con 12,5 moléculas de agua, mientras que los complejos

forman hidratos con 8,5 (timol) y 7 (cinomoldehfdo).
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La ecuacién de GAB describid aceptablemente las isotermas de sorcion
de la B-ciclodextrina y de los complejos, existiendo un buen gjuste entre
los valores experimentales y predichos por dicha ecuacion.

A partir de dicha ecuacién se obtuvieron los valores del contenido de
agua de la monocapa (mm), y los parédmetros k y Ce.

Los valores de mm fueron en el orden: mm de la B-ciclodexirina > mm del
complejo cinamaldehido-B-ciclodextrina > mm del complejo timol-B-
ciclodexirina. Este orden coincide con el nUmero de moléculas de H20
presentes en la estructura de sus hidratos respectivos.

El valor mm, de la B-ciclodextrina fue 3 y 5 veces mayor en magnitud
que los correspondientes a los complejos de cinamaldehido y timol,
respectivamente. Esto seria una evidencia més de que la formacién del
complejo implica el desplazamiento de moléculas de agua de la
cavidad de la B-ciclodextrina por el compuesto incluido.

Los valores de las dreas de adsorcidon fueron: 542,5, 175,5 y 101,5 m?/g
para la B-ciclodextrina, el complejo cinamaldehido-B-ciclodextrina y el
complejo timol-B-ciclodextrina respectivamente.

Los valores de la entalpia neta de adsorcion estimados aplicando Ia
ecuacioén V.3 fueron: 34, 5, 5y 31 kJ/mol para la R-ciclodextrina, el
complejo cinamaldehido-B-ciclodextrina y el complejo timol-p-

ciclodextrina respectivamente.



Conclusiones generales

VL.B.

ESTABILIDAD DE LOS COMPLEJOS DURANTE EL ALMACENAMIENTO:

CINETICA DE LIBERACION DEL HUESPED

.
0'0

VI.C.

la cantidad liberada de timol y de cinamaldehido de sus respectivos
complejos de inclusién fue funcién de la aw y del tiempo de
almacenamiento.

Se observd que a una aw < 0,84, el timol y el cinamaldehido no fueron
liberados de sus respectivos complejos de inclusidon, durante un tiempo
de almacenamiento de 84 dias.

A O, 84 el complejo de timol-B ciclodexirina fue mds estable que el
complejo cinamaldehido-f ciclodextrina, mientras que a 0,97 se observd
el comportamiento opuesto. Este diferente comportamiento puede ser
atribvido a la diferencia en la estructura gquimica que existe entre
ambos compuestos.

Se halld una ecuacién que predice el porcentaje de timol o
cinamaldehido liberado, en funcién del contenido de agua presente

en el complejo.

CONCLUSIONES GENERALES

El andlisis de los resultados permitid obtener las siguientes conclusiones

generales:

*,
0.0

Se verificd que la B-ciclodextrina encapsula eficientemente al timol y el

cinamaldehido, dando lugar a la formaciéon de complejos sdlidos 1:1.

< La cantidad de agua adsorbida en el equilibrio por ambos complejos

fue menor que la correspondiente a la B-ciclodextrina.
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< La sorcidn de agua afecta significativamente la estabilidad de los
complejos de timol y cinamaldehido con B-ciclodextrina.

% Cualquier cambio estructural en los complejos de B-ciclodextrina
modifica la solubilidad de los mismos, su relacién con el agua y su
estabilidad.

% Los estudios de estabilidad mostraron que los complejos de timol vy
cinamaldehido son estables a aw relativamente altas (0,75) durante
largos tiempos de aimacenamiento. Esto sugiere que los mismos podrian
ser incorporados a los alimentos como aditivos en reemplazo de los

flavores libres, que son mas Iabiles.
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