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Introducción

I. INTRODUCCIÓN

La preservación de alimentos y los componentes que los constituyen en

estado congelado o deshidratado, presentan un interés importante en el

campo de la investigación y en sus aplicaciones tecnológicas. La exposición

de biomoléculas labiles (pigmentos, vitaminas, aceites esenciales, aromas) a

condiciones extremas de humedad y temperatura da lugar a la degradación

de las mismas. Es así como la tecnología de la encapsulación se ha

desarrollado notablemente en los últimosaños y es aplicada en la industria de

los alimentos, farmacéutica, cosmética y química con el fin de aumentar la

estabilidad y retención de dichos compuestos (Sanguansri y Augustín, 2006;

Heinzen, 2002; Madene y col, 2006).

l.'l. ENCAPSULACIÓN DE BIOMATERIALES

La encapsulación, 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 “atrapado” se lo denomina ingrediente activo,

núcleo, fase interna o relleno; y al material encapsulante se denomina

cascara, recubrimiento o material de pared y puede variar tanto en espesor

como en el número de capas. La forma de las capsulas formadas es

generalmente esférica, pero se ven fuertemente influenciados por la estructura

del material original no encapsulado (Dziezak,i988).
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De un modo particular, en Ia industria alimentaria, esta tecnología

consiste en cubrir pequeñas partículas de ingredientes (lípidos, acidos

organicos, sales, enzimas) o ingredientes enteros (pasas, nueces) a través de

técnicas de microencapsulación y de cobertura, respectivamente (Figural.l),

permitiendo la obtención de productos con mejores características sensoriales

y nutricionales (Fereidon y Xiao-Qing, i993; Madene y col., 2006).

Cubierta Red Políméri ca

Material
‘ Material Activo

Activo

MACROCOBERTURA MICROENCAPSULACIÓN

Figura1.1. Tipos de encapsulación de alimentos: macrocobertura y

microencapsulación {adaptado de_Madene y col, 2006).

MICROENCAPSULACIÓN

Se ha definido a la microencapsulación como la tecnología de

almacenar sólidos, líquidos o gases en capsulas diminutas y selladas que

puedan liberar su contenido bajo condiciones específicas (pH, temperatura,

acidez) al tiempo deseado y velocidad requerida (Gouin,2004).

La microencapsulación de ingredientes es aplicada por la industria

alimentaria, farmacéutica y cosmética por varias razones:

l) Protege el material activo del medio externo (luz,oxígeno y humedad).
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2) Disminuye la velocidad de evaporación o transferencia del material

activo hacia el medio al cual es incorporado.

3) Facilita la manipulación del ingrediente activo para:

o evitar aterronamiento (polvo leudante)

o facilitar la mezcla del ingrediente activo y lograr una distribución

uniforme (colorantes, especies, etc.)

o convertir un líquido en un sólido (aceites esenciales)

4) Controla Ia liberación del material activo retardandola hasta que se

produzca el estímqu adecuado (temperatura, pH,agua, etc.)

5) Enmascara un flavor indeseado (vitamina Ay Bi2)

ó) Diluye el material activo cuando es usado en ppm (partes por millón)

pero logrando una distribución uniforme del material.

I.‘l.A. MÉTODOS DE ENCAPSULACIÓN

Se han desarrollado numerosas técnicas para Ia encapsulación de

ingredientes alimenticios. La tecnología general para la formación de las

microcapsulas se divide en tres grupos de acuerdo a la naturaleza del método

utilizado:

o fisicos,

o quimicos

o físico-quimicos.

Enla Figura l.2 se muestra un esquema del proceso de encapsulación y

liberación de un ingrediente labil. En el mismo, se detallan los distintos

métodos y factores que afectan las distintasetapas de dicho proceso.
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Maferial de la pared l ll Ingredienfe activo
Peso molecular Conformación Peso molecular Polaridad

Gruposquimicos Es'radofísico m Volatilidadrelafiva GruposQuímicos

l Métodos Físico-Químicos] l Méndos Qmmifos

Inclusión molecular
SemdoporSpraySeparación orgánicade fase

Polimerimción Inferfacia
Enfriamiento por SpraySeparaciónacuosa de fases

Cangelamiem‘opor Spray(coacervación)

Inclusión por Liposomas Spray en lecho fluidizado

Ex'rrusión

Coacristalización

Liofilizacíón

Micropm‘ficulas Es'rructuras:parosa, compacl'a
(mmm/mmm) Estructurasfísicas:vífreaacriqtalina

_ , , ‘L Condiciones ambientales
l Liberacmn controlada l wm úfil

Figura L2. Esquema detallando los distintos métodos posibles para la obtención de

micropan‘ícuias(Adaptado de Madene y coL2006).



Introducción

l.1.A.'l. MÉTODOS FÍSICOS

Los procesos físicos para la formación de microcapsulas son aquellos

que consisten en la mezcla mecanica del componente activo y el

componente hospedador para formar una emulsióny la posteriorevaporación

del solvente. Entreestos métodos se pueden mencionar:

- Secado Spray

- Enfriamiento Spray

- Congelamiento por Spray

- Spray en lecho fluidizado

- Extrusión

- Cocristoiizoción

- Secado por congelación

l.1.A.2. MÉTODOS QUÍMICOS

Losprocesos quimicos son menos numerosos en cantidad que los fisicos,

pero son necesarios por su efectividad para la encapsulación de líquidos e

ingredientes en cantidades mínimas. Con estos métodos, es posible

encapsular sabores y aromas hasta una cantidad de iO pl. Los procesos

químicosde encapsulación comprenden:

- Inclusión molecular

- Polímerizaciónlnterfacial

I.1.A.3. MÉTODOS FÍSICO-QUÍMICOS

Los métodos de encapsulación físico-químicos son aquellos que

consisten en una combinación de los métodos físicosy quimicos. Son de gran
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imporiancia sobre Todo para la indus‘rriafarmacéulica y cosmética. Dichos

métodos comprenden:

- Separación organica de fases

- Coacervación (Separación acuosa de fases)

- inclusión por liposomas

No exis‘reun único mélodo de encapsulación que puede considerarse

como el mas eficiente ya que su selección depende de varios factores a

saber: la sensibilidad de la molécula huésped, Tamaño de la micro cópsula

deseada, propiedades físico-químicas (del huésped y del agenie

encapsulan’re), aplicaciones deseadas para el ingrediem‘e, mecanismos de

liberación y También, de su viabilidad económica (Fereidon y Xiao-Qing),

1993).

I.1.B. MATERIALES DE ENCAPSULACIÓN

Cuando se decide encapsular un ingrediente activo se debe en primer

Términoseleccionar el material o malriz de encapsulación.

Exisleuna gran variedad de polímeros nalurales o siniélicos que pueden

ser u‘rilizadoscomo matrizde encapsulación, y su elección va a depender del

material a encapsular y de las características morfológicas y fisicoquímicas

deseadas en la microcópsula final. Lacomposición de la cubierla es enlonces

el faclor principal que determina las propiedades funcionales de la

microcapsula y También la elección del mé‘rodo de encapsulación mas
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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 encapsulación debería reunir las siguientes

propiedades:

o Aaltas concentraciones, debe poseer buenas propiedades reológicos y

facilidad de manipulación durante el proceso de encapsulación.

o Habilidad de dispersar y emulsificar al compuesto huésped, así como

estabilizar la emulsión resultante.

o Ser inerte respecto al material a encapsular, ya sea durante el proceso

de encapsulación o durante el almacenamiento.

o Capacidad al sellar y retener el ingrediente activo dentro de su

estructura durante el procesamiento y almacenamiento.

o Permitirla eliminación completa del solvente u otros materiales utilizados

durante el proceso de encapsulación, por secado u otras técnicas.

o Habilidad para producir maxima protección del material activo frente a

las condiciones ambientales (luz,calor y humedad).

o Solubilidad en solventes permitidos en la industria alimenticia, como

agua y etanol.

o Viabilidad económica.

Para poder cumplir con la mayor parte de losrequerimientos detallados

precedentemente, el material de encapsulación suele usarse en combinación

con otros materiales y/o agentes modificadores como antioxidantes, agentes

quelantes y surtactantes.
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Los materiales de encapsulación mas utilizados en la industria

alimenticia son:

o Gomas:

Las gomas y espesantes generalmente no tienen 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 mas utilizadas

estan: carragenato, alginato de sodio, agar.

o Lípidos:

Algunos ejemplos de lípidos utilizados para el proceso de

miroencapsulación son: ceras, parafina, mono y di glicéridos, aceites,

grasas.

o Proteinas:

Se suelen utilizar materiales como gluten, caseina, gelatina,

hemoglobina y péptidos. Debido a su estructura química posee

propiedades anfifílicas,habilidad de asociarse entre siy de interactuar con

diferentes tipos de sustancias. Esto le confiere propiedades funcionales

excelentes tales como solubilidad, viscosidad, emulsificación y de

formación de películas (Madene y coI., 2006).

o Carbohidratos:

Son usados extensamente en Ia encapsulación de ingredientes

alimenticios por medio de secado spray, debido a sus propiedades.

Forman parte del material de cubierta u hospedador (Reineccius, 1991).

Estosmateriales poseen baja viscosidad a altas concentraciones de sólidos

y alta solubilidad en agua. Entre los materiales mas utilizados estan:
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ciclodextrinas, almidón, maltodextrinas, sacarosa; algunas celulosas como

la carboxí-metil celulosa, metil celulosa y etilcelulosa.

Entre los hidratos de carbono se encuentran las ciclodextrinas, que

debido a sus características particulares, poseen numerosas ventajas respecto

a los demas carbohidratos, y su estudio por lo tanto, merece una atención

particular.

|.2. CICLODEXTRINAS

Los principales productos de la fotosíntesis son dos polímeros de la

glucosa: ia celulosa y el almidón. Estosrepresentan una parte importante de

las fuentes de energía renovable de la Tierra. Sin embargo, mientras la

celulosa es un componente celular resistente y formador de estructuras, el

almidón es un depósito de energía móvily convertible. Cuando el almidón es

parcialmente hidrolizado, se producen dextrinas, que bajo la acción de la

enzima cíclomaltodextrin glucano transferasa (CGT),dan lugar a la formación

de dextrinas cíclicas (Figura l.3).
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Figura LS. Representación gráfica de la formación de ciclodextn'nas a partir del

almidón (adaptada de Bonnet,200l).

Las ciclodextrinas son entonces, oligosacóridos ciclicos obtenidos

industrialmente por degradación enzimática del almidón (particularmente de

su forma lineal. lo omilosa). catalízodo por la enzima ciclomdltodextrin glucano

transferasa.

l.2.A. BREVEHISTORIA

Losciclodextrinos fueron aisladas por primera vez por A. Vílliersen 1891.

A partir de lo digestión de almidón por porte del Bacilus amilobacter. Villlers

notó lo obtención de una pequeño cantidad de moten‘olcristalino,además

de dextrinos reductores. Así. él puso en evidencia a dos productos

(probablemente la B y la a-ciclodextrino), que tenían propiedades físico­
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químicas similares a la celulosa, y los llamó “celulosina” (Del Valle, 2004). Ya en

i903, las ciclodextrinas fueron caracterizadas por F. Schardinger como

oligosacaridos cíclicos, por lo que en las primeras publicaciones de

ciclodextrinas, éstas fueron denominadas “dextrinas de Schardinger”, En l938,

estudios presentados por K. Freudenberg mostraron que las ciclodextrinas

estan construidas a partir de unidades de D-glucosa unidas entre ellas por

enlaces glucosídicos 0419 4) (Bonnet, 200i). Ademas se descubrió que las

ciclodextrinas eran capaces de formar complejos de inclusión, cuando

empezó a utilizarse la cristalografía de Rayos X para la determinación de

estructuras (Del Valle, 2004). A partir de este momento, el estudio de

ciclodextrinas tomó un impulsoconsiderable, ya que se empezaron a fabricar

industrialmente, se sintetizaron ciclodextrinas modificadas y ademas se

obtuvieron diferentes complejos de inclusión (Bonnet, 2001)..

|.2.B. ESTRUCTURAY PROPIEDADES DE LAS ClCLODEXTRINAS

A las ciclodextrinas se les asigna un prefijo (una letra griega) que indica

el número de residuos de glucosa en el anillo. Los tres tipos de ciclodextrinas

mas comunes, a—,(3-,y y—(con ó, 7 y 8 residuos de glucosa, respectivamente)

tienen una estructura similar(como la longitud de sus uniones y su orientación)

pero difieren en el tamaño del anillo y en su solubilidad (Figuras l.4y l.5).
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u-cyclodextrin
(n a 8'}

m2 msá

i'i-cyclodextrín
{n 17’)

HL 1531;?

y-cyclocíextrin
n z 8::

Figura LS. Estructura general de lo fl-Ciclodexfrino (visto lateral).
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Estas formas naturales de las ciclodextrinas son cristalinas, no

higroscópicas y homogéneas. Presentan Ia forma espacial de un cono

truncado (Figura 1.6). Losgrupos hidroxilosecundarios del carbono 2 y 3 estan

ubicados en la parte mas ancha. Elgrupo hidroxilo primario del carbono ó

esta ubicado en la zona mas angosta del cono. Las cavidades formadas

tienen diferentes diametros, dependiendo del número de unidades de

glucosa. Ademas, la profundidad es la misma en los tres tipos de ciclodextrina,

midiendo aproximadamente 0.8 nm.

Figura l.6. Estructura tridimensional de la ciclodextrina, mostrando su forma de cono

truncado (adaptado de Szejtli,2004).

En Ia Tabla l.l se detallan propiedades físicas y químicas de los distintos

tipos de ciclodextrinas no modificadas.
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Tabla |.1. Propiedades Físicas y Químicas de las ciclodexfrinas naturales: a­

cic/odexfrina, B-ciclodexfrina y y-ciclodexfrina (adapfado de Connors, l997).

a-CD fiaCD yuCD

Unidades de glucosa 6 7 8
Diámetro interno (nm) Ü.47—0.53 0.60-—0.65 0.75-0.83
Profundidad de cavidad (nm) 0.79 0.79 0,79
pK,. valor 12.3 12.2 ¡2.1
Solubílidad en agua at 145 18.5 232
PM (DA) 972 1135 1297
Volumende cavidad aprox)“ 174 262 427
Agua cristalina (%,wlw) 10.2 13.2 4.5 8.13 17.7
Interacción hidrofóbica CD‘ cavidad CD- ca‘v’ídad CD«C€W'1de
Puente de Hidrógeno glucosa-OH glucosa-OH glucosa-OH
AH° (solution), kcalímol 7.6? 8.31 7.73
A S” (solution), cal/(mol K) 13.8 11.7 14.7

* (mg mml“, 25 °C); *" (¡0‘syn?)

Debido a su eslrucluro circular y la posición par’riculor de los grupos

hidroxilos, la ciclodex’rrina es onfifílica, y Tiene por ende, dos zonas con

propiedades dis‘rinlas:

o una parle inlerlorhidrofóbica y,

o una exlerior, hidrofílica.

Esla naturaleza anfífílicaes juslamenle la que brinda a las cíclodexlrinos

su propiedad mas ¡nleresonlez formar complejos supramoleculares en solución

acuosa con una molécula que se aloja den’rrode su cavidad.

Losalomos de hidrógeno y oxígeno glícosídico es‘rónorienlados hacia el

inleriorde la molécula circular, formando una cavidad con una olla densidad

electrónico y de naluraleza hidrofóbico. Eslo es juslamenle lo que va a

permilir que puedan inleracluar con moléculas organicos y puedan formar

una asociación o complejo eslable. En cambio, los grupos hidroxilpolares de

los monómeros de glucosa eslan orienlados hacia el exlerior de la molécula
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de ciclodextrina y estos van a ser responsables de las propiedades de

solubilidad acuosa de Ia ciclodextrina y sus complejos.

Las fuerzas de unión o asociaciones involucradas en Ia formación de los

complejos son débiles, tales como fuerzas de Van der Waals, dipolo-dipolo, o

puentes de hidrógeno. Sinembargo, estas asociaciones son lo suficientemente

fuertes para permitirque el complejo mantenga integra su estructura.

Químicamente, las ciclodextrinas son compuestos estables. Alno tener

un grupo reductor final, no existe Ia posibilidad de que puedan producirse

reacciones de azúcares reductores, a menos que ocurra una hidrólisisde la

ciclodextrina. Si bien los acidos fuertes como el acido clorhídrico o sulfúrico,

pueden hidrolizarla ciclodextrina en un cierto porcentaje, dependiendo de Ia

concentración y de Ia temperatura, losacidos débiles como el acido acético

no tienen ningún efecto. Esimportante también destacar que a losvalores de

pH que normalmente se encuentran en los alimentos, las ciclodextrinas no

pueden hidrolizarse.

Ensintesispodemos decir que las ciclodextrinas:

i. Son productos semi naturales producidos a partir del almidón, material

natural renovable, por una conversión enzimatica simple.

2. Son producidos en cantidades de milesde toneladas por año a través

de tecnologias no dañinas para el medio ambiente.

3. A pesar de que en un inicio salieron a Ia venta a un alto precio, éste ha

bajado al punto de ser aceptable para la mayoría de procesos

industriales.
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.5

G

l.2.C.

. Debido a su habilidad para formar complejos de inclusión,se pueden

cambiar dramáticamente las propiedades de la molécula huésped

(Polyakov y coi., 2004 (b)).

. Se pueden eliminar posibles efectos tóxicos del huésped si se escoge

correctamente el tipo de ciclodextrinay su proceso de encapsulación.

. Debido a que puede eliminarposibles efectos tóxicos dei huésped, las

ciciodextrinas pueden ser consumidas por el ser humano como

ingredientes en alimentos, drogas o cosméticos (Szeitli,i998).

MECANISMO DE ENCAPSULACIÓN

Tal como se mencionó en la sección anterior, Ia caracteristica mas

notable de las ciclodextrinas es su habilidad para formar complejos de

inclusiónsólidos (por encapsulación molecular) con una amplia variedad de

compuestos sólidos, liquidos y gaseosas (Figura L7).

Figural.7. Esquema mostrando la encapsulación molecular que se produce entre una

molécula huésped y la ciclodextn‘na.

En la figura l.8 se pueden ver esquematícamente dos ejemplos de

complejos formados con B-ciciadextrina.
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Complejo
Doxo Rubícán/B-ciclodextrina

(Inclusión Parcial)

Complejo
Aspirina/B-ciclodextrina

(Inclusión Completa)

Figura I.8. Ejemplos de complejos de inclusión con B-ciclodextrina: complejo Doxo

Rubícan- B-ciclodextrina y complejo Aspirina- B-ciclodextrina (Tomado de Loftsson,

2003).

Ensoluciones acuosas, la cavidad ligeramente apolar es ocupada por

moléculas de agua. Esta estructura no es energéticamente favorable

(interacciones polar-apolar), y puede entonces, ser rapidamente

reemplazadas por moléculas huéspedes menos polares que el agua.

Durante la formación de complejos de inclusión, Ia fuerza impulsora es el

desplazamiento de las moléculas de agua situadas en Ia cavidad de las

ciclodextrinas en posiciones energéticamente desfavorables (polar-apolar),

por parte del sustrato. Esto va a provocar un aumento de Ia entropía del

sistema que favorece el proceso de formación del complejo de inclusión

(Figura L9).
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0° 0° OOO 0 O O000° o 0° a O° °oo ° °°

Figura ¡.9.Representación esquemáh‘ca de la fonnación de un complejo de inclusión

(Tomado de Fró'mming y Szejlli, i994).

El caso mas frecuente y simple en la fon'nación de los compleios es

aquel con una eslequiomelría ciclodexln‘na-huésped de l:l. Sin embargo,

también se dan estequiomelrías 1:2,2:1, 2:2, e incluso olras asociaciones más

complicadas (Figura I.l0).

Flgum l.10. Ácido Iinoleico formando un complejo de inclusión con a-ciclodextrina en

una relación molar de 1:4(Tomado de Regien‘,2007).

La habilidad de las cíclodexin'nas de solubilizarun dado compuesto se

evalúa, por medio del método de solubilidad de fases. Este método,
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desarrollado por Higuchiy Connors “965), permite determinar la cantidad de

molécula huésped solubilizada en función de la concentración de

ciclodextrina (Figura l.l l). La forma que adopte dicho diagrama, permitira

determinar el tipo de complejo de inclusiónque se forma.

AD

A,_<— Comoleio 1:1

Au

KBS¿a
Cane. de cíclodextn‘na {M}

Cono.molécviahuesped{M1

Figura LH. Diagrama de tipos de solubilidad de fase de Higuchi y Connors {l965}.

(Adaptado de Uekama y col, 1998).

Los complejos de inclusión formados pueden ser aislados como

sustancias cristalinas estables. AI 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 Km(Szejtlí,l998).

La formación del complejo entre la molécula huésped A y la

ciclodextrina (CD)es regida entonces por un equilibriotermodinámico:

K1

CD+A K aCD-A (1.1)
É Il

Donde:

Kr: constante de formación del complejo

Kd: constante de disociación del complejo
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A partir de este equilibrioy utilizando el diagrama de solubilidad de fases

(Figura l.l l) se pueden obtener las constantes de formación y de disociación

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

=%Ífl] (1.2)

La formación y estabilidad de los complejos de inclusión con

estequiometría superiora lzl va a depender de variosfactores:

o Compatibilidad geométrica: Dependiendo del tamaño y forma

geométrica del sustrato con respecto a las dimensiones de la cavidad

de las ciclodextrinas.

o Polaridad del sustrato: Enfunción del caracter hidrófobo del sustrato.

o Laspropiedades del solvente: polaridad, pH.

Lasprincipales consecuencias de la interacción entre un huésped poco

soluble y una ciclodextrina en solución acuosa son:

o El poder de reacción de la molécula huésped va a disminuir

considerablemente, es decir, que es estabilizado. En otras ocasiones, por el

contrario, las ciclodextrinas se comportan como una enzima artificial,

acelerando ciertas reacciones.

o La difusión y volatilidad de la molécula incluida en la cavidad son

reducidas notablemente.

o La molécula huésped, inicialmente hidrofóbica, empieza a comportarse

como hidrofílicauna vez que se forma el complejo.

Enestado sólido,en cambio, las consecuencias son:
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o La sustancia encapsulado esta molecularmente aislada en la matriz,

formando un polvo microcristalinoo omorfo, aún con moléculas huéspedes en

estado gaseoso.

o Elhuésped permanece protegido contra todo tipo de reacciones, salvo

aquellas relacionados con los grupos hidroxilde Ia ciclodextrino.

o La sublimación y Ia volatilidad de la molécula huésped estan reducidas

a valores poco significativos.

o EIcomplejo es hidrofílico,rapidamente soluble y de facil mojobilidad.

En el caso que el sustrato poseo grupos polares capaces de formar

puentes de hidrógeno con los grupos hidroxilo, los interacciones seran mas

fuertes y por ende, la estructura mas estable.

Las interacciones hidrofóbicos sustrato-receptor son predominantes en

Ia formación de los compuestos de inclusión, aunque las contribuciones de

éstas van a depender de la naturaleza del sustrato incluído.

Elmecanismo de “atrapamiento” o encapsulación de Ia ciclodextrino

es diferente que en otros materiales comúnmente utilizadospara encopsulor

como almidón, azúcares y goma arabiga (Hedges y McBride, i999). La

encapsulación en estos materiales, al formarse una matrizcontinua, es estable

mientras que Ia capsula se mantenga en condiciones de sequedad. En

cambio, cuando el complejo de ciclodextrino se humedece, se va o

establecer un equilibrioentre el huésped encapsulado, el no encapsulado y lo

ciclodextrino, manteniéndose intacto la molécula de Io misma (Figura L9).

La cantidad de huésped liberado dependera de la naturaleza del

ingrediente encapsulado, pues cada ingrediente tiene su propio constante de
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osocioción-disocioción (ver sección I.2.C, formqu L2), y iombién de lo

coniiddd de dguo disponible poro solubilizorei complejo. Uno moyor coniidod

de oguo fovoreceró id liberoción de moyores coniidddes dei huésped

encopsulodo. Cuondo el oguo seo eliminodo, el complejo se reconsiiiuiro.

En oiros mo‘reridles, los osociociones que mon‘rienen unido o lo mdiriz

coniinuo se rompen dl ser humedecidos, cousondo lo liberoción del huésped.

Sin emborgo, id mo'rrizno puede reconsiiiuirse o pesor de removerse el oguo,

hociendo que el ingredien‘reno se encuenire yo encopsulodo y que no puedo

dorse proieccíón dlguno. En‘ronces, lo hobiliddd de lo ciclodexfrino poro

recons’riiuir el complejo le vo o permitir ser uiilizodo en oqueiios procesos

donde intervienen color y humedod y que pueden dor Iugor o lo rup’rurode

oirds mo‘rrices poiiméricos.

L3. MÉTODOS DE OBTENCIÓN DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSiÓN

Loscomplejos pueden ser obtenidos por diferenies méiodos que von o

depender de lossiguienies voriobles:

o Lospropiedodes fisicoquimicos dei moieriol oc‘rívo,

o Locinéiíco de equilibrio dei complejo,

o Losingredienies uiilizodosen id formuloción y el proceso de obiencíón.
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|.3.A. PREPARACIÓN DE LOS COMPLEJOS

Los méiodos mós uiilizodos pdrd Id prepdrdción de los complejos de

inclusión son:

o Coprecipiioción

o De mezcid espeso

o De posid

o Méiodos de mezciddo en seco.

Esios méiodos son simiiores;Id diferencid esió en Id coniiddd de oguo

u‘rilizodoporo su prepdrdción.

Como yd se hd mencionado, el oguo es imporidnie pdrd Id formdción

de los complejos (ver sección I.2.C). Ademós de ser lo fueer impulsoro pdrd Id

inierocción hidrofóbico dei compuesio o inciuir en Id coviddd de lo

ciclodexirino, el oguo es el medio de disolución ionio de id ciciodexirino como

del huésped.

En dlgunos cosos, el ngd iombién es necesorid poro moniener id

iniegriddd del complejo. Esió presenie en los crisidles de hidrdidción del

complejo y odemós puede formor puenies de hidrógeno enire los grupos

hidroxilode ios molécuios de ciclodexirínds ddyocenies poro formdr uno jdulo

que oyudd o “oiropor” el compuesio huésped en el complejo.

i. Méiodo de Coprecipiidción

A uno solución de ciclodex’rrinden dguo se ie oñode ei compuesio d

encopsuidr, con dgiioción. Se eligen los condiciones necesorids de

iemperoiurd y conceniroción poro que el complejo precipiie y puedo ser

recuperddo por filirocióno cenirifugdción.
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Teniendo en cuenlo que lo B-ciclodex‘rrindes Id menos soluble de los

ciclodexlrinds, dnles de dñddir el ingredienle d encopsulor, ld solución se

colienlo hoslo 60° C poro disolver Id B-ciclodex‘rrind. Se dejo enfridr Id solución

con ogildción mien‘rrosse ogregd el compueslo. A conlinuoción, Id solución

oblenidd se dejo en reposo. Como el complejo es menos soluble que lo

ciclodex‘rrind, precipilo y se lo sepdro por fillroción.

Esle método es el mós uiilizodo en el lobordlorlo. Tiene lo venldjd que

se puede verificor fócilmenle lo formdción del complejo y que el ingredienle

OCTÍVOse hoyo incorporado dl complejo.

El mélodo de coprecipildción no es ulílizodo pdrd lo formoción de

complejos o escolo induslridl,debido d lo grdn conlidod de oguo que se

necesito. En generdl, esle mélodo es ulilizodo poro dnolizor lo fdclibiliddd de

lo formoción de complejos con dlgún compueslo en porliculor, poro

coroclerizor el complejo y deiermindr sus propiedodes dnles de ulilizor un

mélodo d escold indus‘rriol.

2. Me’lodo "Slurry"o de Mezcld Espeso

En esle método lo ciclodex’rrind es suspendido en oguo hds‘rd und

concenirdción de 40 o 45%w/w. Como el huésped puede iener un efeclo

sobre lo viscosiddd de lo mezcld, los concenlrdciones deben ser djuslddds

pdrd permitir Id combinoción de los ciclodexlrinds con el compueslo.

Ademós, como los Ciclodexlrinds necesi’rdn dísolverse por complelo poro

formdr complejos, o medido que Vd formándose el complejo y precipiio,

mdyor conliddd de ciclodexirino se disuelve poro formdr moiscomplejo.
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Se puede uTiIizorcolenTomienTo, según el Tipo de compuesTo que se

voyo o encopsulor. ElTiemponecesorio poro lo encopsuloción vo o depender

del Tipo de compuesTo uTilízodo y de cuón vigoroso seo Io ogiToción. El

complejo generolmenTe se seporo por filTrocióny luego se seco si es necesorío.

3. MéTodo de PosTo

EsTeméTodo uTilizouno minimo conTidod de oguo, 20 o 30% w/w. TonTo

lo ciclodexTrino,como el oguo y el huésped o encopsulor son oñodidos o uno

mezclodoro. Debido o lo olToviscosidod de lo mezclo, no puede ser reolizodo

en el loboroTorio. EITiempo de mezclodo vo o vorior según el compuesTo o

encopsulor, conTiddd de oguo y mogniTud de lo ogiToción. EIinsTrumenTode

mezclodo con moyor fuerzo de cizollo generalmenTe formo el complejo mós

rópidomenTe. Enlo moyorío de cosos el Tiempode mezclodo es olrededor de

30 minuTos.Elcomplejo osí obTenido luego es secodo uTiIizondocuolquiero de

los méTodos descríTos en lo sección |.3.B.

4. MéTodo de Mezclodo en Seco

EsTeméTodo no requiere de oguo en el mezclodo de lo ciclodexTríno

con el componenTe o encopsulor. No es un méTodo eficienTe de Tormoción

de complejos, pues el Tiempo de mezclodo puede Tomorhoros o incluso dios.

Uno excepción es el oceiTe de limón, pues Io encopsuloción Tordo solomenTe

olgunos minuTos. En esTos cosos, el compuesTo encopsulodo esTorio sirviendo

Tombién de solvenTe poro lo ciclodexTríno.
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Según Hedges y McBride(1999),para una producción a gran escala, es

mas conveniente utilizarel método “slurry”o el de pasta, debido a que no se

necesita remover tanta agua durante el secado.

|.3.B. SECADO DE LOS COMPLEJOS

Elsecado de los complejos requiere Ia remoción de agua tan rapido

como sea posible, especialmente cuando se encapsula un compuesto volótil.

La presencia de agua, aún en muy pequeñas cantidades en la torta

filtrada o pasta, permite que exista un equilibrio entre el complejo soluble y el

insoluble. Una pequeña parte del complejo se va a dísociar, haciendo que se

libere parte del huésped. Con compuestos volótilesesto lleva a una pérdida

por evaporación, asique el tiempo del secado y reducción de Ia cantidad de

agua que permite la solubilizacióndel huésped debe serlo mós corto posible.

Puede utilizarsecualquier tipo de secador, tal como secador spray,

secador de lecho fluidizado, Iiotilizadoro secador al vacio. Lossecadores de

placas pueden llegar a producir ciertas areas calientes no controladas, que

pueden producir Ia disociación del complejo. Eluso de estufas con circulación

de aire caliente evitan los problemas que se producen al utilizarsecaderos de

placas. Elaire circulante ayuda también a remover el vapor de agua a una

velocidad mayor que la difusión del agua en el material. Algo que debe

considerarse es que aunque se mantiene intacto el complejo, mientras se

produce la migración del agua desde el interior hasta la superficie de éste,

puede producirse la pérdida de Ia estabilidad del complejo. Por esto, se

suelen utilizarsecadores que puedan mezclar fisicamente al complejo durante

el secado.
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Laspropiedades fisicoquímicasdel complejo deben también tenerse en

cuenta para la elección del método de secado a utilizar. Los complejos

solublesse secan frecuentemente con un secador spray.

Las temperaturas de secado en estufa se encuentran generalmente

alrededor de 100° C, es decir, la temperatura de ebullición del agua.

Entonces, para aquellos compuestos a encapsular que sean volótiles puede

ser necesario aplicar ciertos ajustes en la temperatura. Si la temperatura de

ebullición del compuesto es excedida, éste se va a evaporar. Para un

compuesto volótil,una temperatura que se encuentre 3 a 5° C por debajo de

su temperatura de ebullición sería suficiente. Si la temperatura es muy baja,

debido al tiempo necesario para el secado, también se puede perder el

compuesto encapsulado debido a su liberación, resultado del equilibrio

establecido por el complejo con el agua presente (sección l.2.C).

No existe un único método o proceso para obtener los complejos. Para

cada compuesto que se vaya a encapsular con la ciclodextrína, se debe

desarrollar un proceso. Generalmente, la selección del equipo a utilizarse

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 ciclodextrina y su complejo

de inclusiónen cada caso. Sinembargo, a escala de laboratorio, el método

mós frecuentemente utilizado es la Iiofílización.
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l.4. MÉTODOS DE ANÁLISIS DE Los COMPLEJOS DE lNCLUSlÓN CON

CICLODEXTRINAS

Para analizar los complejos ciclodextrinas-huésped, pueden utilizarse

diferentes técnicas a saber:

o Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC) y Analisis Termo gravimétrico

(TGA),

o Resonancia Magnética Nuclear (NMR),

o Difractometria de Rayos X,

o Microscopía electrónica de barrido,

o Espectrocopía infrarrojay Ramon, etc.

La selección de la técnica a utilizardepende mas de la disponibilidad de

los equipos y de las propiedades fisicoquimicosdel huésped, que determinara

cual es Ia técnica seleccionada sea mas sensible o confiable para el complejo

en particular (Hedges, 1998).

l.4.A. CALORIMETRÍA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

Esuna técnica térmica en que se miden las diferencias en la cantidad

de calor aportado a una sustancia y a una referencia en función de Ia

temperatura de Ia muestra, utilizando un programa de temperatura

controlado.

Como una consideración preliminar, cabe señalar que los métodos

térmicos (sobre todo DSCy/o TGA)representan una herramienta analítica muy

utilizada para Ia caracterización de sistemas de multicomponentes, tales

como los complejos de inclusión en estado sólido (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 l.l2 correspondiente al perfíl

termoanalítico de un sistema huésped-B-ciclodextrina.
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Figura l.12. Perfil termoanalítíco de un sistema Huésped-ficiclodextrina realizado por

DSC(Calorimetn'a Diferencial de Barrido). (Adaptado de Giordano y col., 200 l).

En líneas generales, el comportamiento térmico de las ciclodextrinas

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

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

2001). Al igual que en el Analisis Termo Gravimétríco (TGA), el compuesto
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huésped debe Tener un punlo de fusión o ebullición por debajo de z 300° C,

que es la lemperalura a la cual se descomponen las ciclodexlrinas. Cuando

el huésped es encapsulado no se observa energía de absorción en su punlo

de fusión. Eslo se debe a que como el compueslo esló rodeado por la

ciclodexlrina y no inleraclúa con olro compueslo de inclusión, no hay una

eslruclura crislallna del huésped que absorba energía. Ademas, se va a

observar un incremenlo en la lemperalura de ebulliciónlo que se puede ver

con ambas Técnicas (DSC y TGA). En la gran mayoria de casos, las curvas

resullanles mueslran la desaparición del pico de fusión del huésped. En

cuanlo al analisiscuanlilalivo, se loma poco en consideración.

Elanalisis lérmico es ulilizado comúnmenle como un mélodo de rulina

para una rapida investigación cualilaliva (Pinlo y col., 2005). En esle caso, la

metodología es casi siempre el mismo:una comparación del comporlamienlo

lérmico de los componenles puros, luego su mezcla fisica y finalmenle el

compueslo de inclusión formado, preparado según una variedad de

procedimientos eslóndar. Elpropósito de eslo es el de evidenciar la diferencia

enlre Ia mezcla fisicay el supueslo complejo de inclusiónobtenido.

l.4.B. ESPECTROSCOPÍA DE RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR (NMR)

La espec‘rroscopia NMR es una rama de la especlroscopía de

absorción que uliliza radiación electromagnética en el rango de

radiofrecuencia para asi inducir lransiciones enlre niveles de energía nuclear

de spin, en la presencia de un fuerle campo magnélico. Cuando el spin

nuclear se vuelve 'a relajar a su estado de equilibrio, el vollaje es inducido a

una señal deleclada: este vollaje es el NMR(Fereidoon y Xiao-Qing, 1993).
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Elestudio de loscomplejos con ciclodextrinas por medio de esta técnica

fue utilizado por primera vez por De Marco y Thakkar (i970). Estos

investigadores observaron que se producía un desplazamiento en el

hidrógeno correspondiente a Ia posición 3 y 5 de la ciclodextrina, en presencia

de numerosos sustratos, concluyendo entonces que había ocurrido la inclusión

en la cavidad de la ciclodextrina (Connors, 1997). Ademas, a través de las

mediciones de los tiempos de relajación y correlación y los efectos nucleares

de Overhauser, se ha contribuido al conocimiento sobre las estructuras de los

complejos con ciclodextrinas.

En líneas generales, se sabe que si se presenta un desplazamiento en el

hidrógeno en la posición 3, en presencia de un sustrato, se infiere que la

cavidad esta casi hueca, y entonces, el sustrato ha sido parcialmente incluído.

Mientras, que si ademas se presenta un desplazamiento en el hidrógeno en lo

posición 5, se deduce que la penetración del sustrato ha. sido profunda.

El tipo de ciclodextrina utilizada afecta también la estructura del

complejo, y por ende, las señales NMR, para un mismo substrato. Así, la

penetración en la cavidad de [És-ciclodextrinaes mas profunda que en la 0L­

ciclodextrina.

La espectroscopía NMR (Resonancia Magnética Nuclear) permite

entonces, comprobar fehacientemente que el complejo se ha formado

(Polyakov y col., 2004 (al). Otras técnicas, como la calorimetría diferencial de

barrido, la espectroscopia de absorción 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 conformación estructural de la

molécula (Mulinacci y col., 1996). Sin embargo, la Resonancia Magnética
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Nucledr es un método que no esto fócílmente disponible, por lo que es

necesorio buscor olternotivos poro corocterizor el complejo de ciclodextrino.

l.4.C. DlFRACTOMETRÍA DE RAYOS X

Los royos X son uno rodioción electromagnético de longitud de ondo

corto producido por el frenodo de electrones de olto energío. Ld interoccíón

entre el vector eléctrico de lo rodiocíón Xy los electrones de lo moterio que

otrovíeso, do lugor o uno dispersión. Cuondo los royos Xson dispersodos por el

entorno ordenodo de un cristol, tienen lugor interferencios (constructivos y

destructivos) entre los royos dispersodos, yo que los distoncios entre los centros

de dispersión son del mismo orden de mognitud que lo longitud de ondo de lo

rodioción.l Elresultddo es Id difrocción (Skoog y col., 1992).

Cuondo son sometidos los ciclodextrinos o el huésped cristolino o lo

difroctometrío de royos X, éstos presenton un potrón de difrocción de olto

intensidod, debido o su cristoliniddd. Por el controrio, siel complejo de inclusión

se formo, vo o mostror un potrón de tipo holo (Ribeiroy col., 2003), con picos

difusosy onchos, corocterísticos de Uncompuesto omorfo.

l.4.D. ESPECTROSCOPÍA DE INFRARROJO

Lo espectroscopío infrarrojo con tronsformodo de Fourier (FTlR)es un

método que se oplico poro lo determinoción cuolitotivo y cuontitotivo de

especies moleculores de todo tipo, sobre todo orgónicos y bioquímicos, y

tombién ho sido utilizodo poro el onólisis de los complejos de inclusión. Estos

espectrómetros presenton uno reldción señoI/ruido muy lolto, olto resolución,

son exoctos y rópidos.
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Cuondo se produce lo encopsuloción del compuesto huésped, ocurren

combios o soltos en los espectros del mismo. Sin embdrgo, olgunos de los

combios son muy sutiles, Io cuol requiere uno interpretación cuidddoso del

espectro (Hedges, i998). Ademós, lo dplicoción de este método de ¡ntrorrojo

se limito o dquellos huéspedes que tienen ciertos bondos de obsorción

característicos como los grupos corbonii (Ribeiroy coI., 2003).

l.4.E. ESPECTROSCOPÍA RAMAN

Esto técnico permite trobojdr con sistemds con dguo evitondo que se

produzcon interferencids, que es io que sucede en lo espectroscopíd del

¡nfrdrrojo

Cuondo Io luz incide sobre und moléculd, el compo eléctrico oscildnte

de lo rodidción incidente provoco uno oscildción de lo densidod electrónico

en lo molécula. Este efecto viene representado por io oporíción de un

momento dipolor eléctrico oscilonte inducido que dctúd, d su vez, como fuente

de rodiocíón, origindndo los dispersiones (scotteríng) Rdyleigh y Romon (Skoog

y co|., i992).

A trovés de esto espectroscopid, se von o obtener los intensidodes

integrddds de vibrdción elástico Romon de grupos conocidos como O-Ho C-H.

Por ejemplo, en complejos de inclusión de corvone-ciciode;<trind, los diferencids

existentes entre los intensidodes integrodos en estos grupos pueden indicor lo

perdido de molécuios de oguo o Id liberdción dei corvone de io coviddd de lo

ciclodextrino (Moreird do Silvoy col., 2002).
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I.4.F. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE BARRIDO

En esto técnico se borre medidnte un rostreo progromddo lo superficie

del sólido con un hoz de electrones de energíd elevodd, y por ello se

producen diversos tipos de señdles en lo superficie.

Cuondo se reoiizo un borrido en uno mezclo físico de productos, como

uno ciclodextrino y un ingrediente octivo, los microfotogrofíos obtenidos von o

mostror porticulos de diferente morfologid y tdmdño. Por el controrio, los

complejos de inclusión de ciclodextrinds von o presentor grondes mosos de

porticulds iguoles (Ribeiro y col., 2003).

Lo microscopio electrónico do entonces und informdción morfológico y

topográfico sobre lo superficie de los sólidos, necesorid poro entender ei

comportamiento de lossuperficies. Estotécnico permite determindr ei tomoño

promedio redl de los microcc’rpsulosy su distribución, pero no proporciono

¡nformoción respecto o lo permeobilidod y estobiliddd de lo microcópsulo

(Fereidoon y Xido-Qing, i993).

Hoy otros técnicos que, odemós de estos presentados, hdn sido

utilizados poro cordcterízor los complejos. Sin emborgo, su selección vo o

depender mós que nodo de lo disponibilidod de los equipos y de los

propiedddes del huésped.

|.5. APLICACIONES DE LASCICLODEXTRINAS

Lo hobiiidod de los cíciodextrinos poro formor complejos de inclusión

proporciona numerosos beneficios en diferentes óreos de lo industrio

formocéutico, cosmético y olimentdrio.
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|.5.A. APLICACIONES GENERALES

|.5.A.1. Control de la solubilidad

La solubilidad de un compuesto de inclusiónpuede cambiar debido a la

encapsulación en una ciclodexlrina. Cuando el compueslo es encapsulado

por una ciclodexlrina, ésle, dener de la cavidad de la clclodexlrina, esló

prócficamenle rodeado por loda la molécula de la ciclodexlrina. Losgrupos

hidrofóbicos del huésped que podrían entrar en conlac’ro con el solvenle en

eslado libre, inleraclúan con los alomos de Ia cavidad de la ciclodexlrina,

mienlras la superficie exlerna de la misma inlerac’rúa con el solvente. Por lo

lanlo, la solubilidaddel compuele encapsulado se allera.

En muchos casos, la modificación de la solubilidad obtenida no es

suficienle, por Io que se ha recurrido a modificar la eslruclura exlerna de las

ciclodexlrinas nalurales. Una forma es modificando los grupos hidroxilosde la

capa exlerna inlroduciendo un grupo neulral (hidroxipropil)o un grupo iónico

(carboximefil, amina lerciaria o amina cualernaria). Esle lipo de modificación

aumenla la solubilidad de la ciclodexlrina hasla un 60%o 'mós en agua. En

cambio, una nñodificación con grupos alifólicos como el grupo hexilo da

como resullado una solubilidad disminuida en agua, pero sí aumenlada en

solvenles organicos. El compueslo inlerno va a Tener cierlo efeclo en la

solubilidaddel complejo dado que una porción de ésle va a eslar expuesta en

los exlremos abier’rosde la molécula de ciclodex‘rrina.

Lasciclodexlrinas pueden ademas lener un efeclo en la desnaluralización

y en la re naluralización de las proleínas, ya que son capaces de formar
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complejos con los dmino ócidos hidrofóbicos de los proteínos produciendo lo

solubilizoción.

|.5.A.2. Auxiliartecnológico

Los ciclodextrínds pueden tombién ser utilizados como duxilidres

tecnológicos, donde se oprovecho lo hdbilidod de lo ciclodextrino de

controldr lo solubilidod por medio de Id formdción del complejo. Al finol del

proceso se retiro lo ciclodextrino y entonces no oporece en el producto finol

(Szejtli,J., 1998, Yomomoto y col., 2005). Un ejemplo de esto es lo elimindción

del colesterol de productos de origen onimol como huevos, lácteos y ciertos

grosos onimoles como mdnteco y sebo. Enestos últimoscosos, lo ciclodextrind

se agrego como uno solución ocuoso y es mezclodo o uno temperoturo lo

suficientemente olto poro fundir Id groso, pero o lo vez que no desestobilíce ol

complejo. Lociclodextrind se mezclo con el moteriol que contiene colesterol y

vo formondo complejos con éste, que son insolublesen oguo y en groso. Este

complejo se remueve por filtrocióno centrífugoción.

Otro uso común de los ciclodextrinos es lo remoción de ócidos grosos libres,

poro osí mejoror los propiedades de lo groso. Los ócidos grosos libres

ocosionon lo formoción de productos no deseodos duronte el freido. Esto

couso lo formdción excesivo de humo, un pordedmiento ocelerodo ontes de

concluir lo cocción y lo presencio de un residuo oceitoso en lo superficie del

producto finol.

Los jugos de frutos y vegetdles pueden también ser trdtodos con

ciclodextrinds (Torres-Rivas y col., 2004, AIvorez-Porrillo y col., 2007). Esto se

hoce poro remover compuestos polifenólicos que couson pordeomiento
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enzimatico. Enalgunos casos, el complejo es suficientemente soluble que no

forma un precipitado que necesite ser removido. EIpolifenol encapsulado en

la cavidad de la ciclodextrina no va a estar disponible para Ia enzima

polifenoloxidasa, ya que se encuentra rodeado por Ia ciclodextrina.

I.5.A.3. Estabilizador

La cavidad de la ciclodextrina, al ser un espacio finito, puede alojar una

sola molécqu del compuesto de inclusión, haciendo que otras moléculas

presentes en el medio sean excluidas. Sibien losextremos de Ia cavidad estan

abiertos, las interacciones hidrotóbicas y fuerzas de repulsión previenen el

acercamiento de otras moléculas a la parte expuesta de Ia molécula

huésped, haciéndola menos reactiva. Esta propiedad ha sido utilizada en

compuestos como penicilina, Nicarpidina, grasas insaturadas y pigmentos para

tintura de cabello (Fernandez y co|., 2003; del Valle y col., 2004).

I.5.A.4. Enmascarar efecto

Cuando un compuesto es incluido en una molécula de ciclodextrina, se

aísla y se previene que entre en contacto con las superficiesdel cuerpo donde

puede causar efectos secundarios como irritacióno un flavor indeseado. La

liberación del compuesto incluido del complejo es lenta. Por esto, la cantidad

del compuesto liberado va a ser menor comparado a Ia que ocurriría si no

estuviera encapsulado. Estopermite que Ia cantidad del compuesto necesaria

para obtener una dada respuesta fisiológica se reduzca, y entonces se

enmascaren o se reduzcan los efectos no deseados de dicho compuesto

(Hedges, i998). Esta propiedad de las ciclodextrinas ha sido aprovechada en
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procesos, por ejemplo para reducir o eliminarsabores residuales o indeseados

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

I.5.A.5. Reducción de la volatilidad

Cuando ciertos compuestos son encapsulados con ciclodextrinas se

reduce su volatilidad (Szente y Szejtli,2004). Las interacciones del compuesto

con Ia ciclodextrína producen una barrera de alta energía que dificultaque se

volatilice con facilidad. Un ejemplo de esto es el mentol, que forma un

complejo inodoro con la B-ciclodextrina (Hedges, i998).

Enciertos productos como pañales, 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 absorción de luz

Ciertos compuestos presentan un aumento o una reducción de la

intensidad de fluorescencio o absorción de luz, cuando son incluidos en la

cavidad de la ciclodextina. Estoes de gran beneficio en areas de la química

analítica para aumentar la sensibilidadde ciertos ensayos o para bloquear los

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

I.5.B. ENCAPSULACIÓN DE FLAVORES

Lasflavores de origen natural y sintético han sido utilizadas ampliamente

en la nutrición humana. Elflavorjuega un papel importante en la satisfacción

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 composición consTanTe. ElconTenido

de flavoro aroma depende del Tiempode cosecha, procesamienTo, Tamaño y

Tipode producTo.

o Los producTos naTurales pueden presenTar conTaminación

microbiológico y en ocasiones, parasiTos.

o ElconTenido del aroma se reduce duranTe el almacenamienTo y puede

involucrar una alTeración indeseable de cierTos componenTes, causando

modificaciones en el sabor final.

o Su Tiempo de vida úTiles IimiTado.

Para eviTar esTos ¡nconvenienTes, duranTe mas de un siglo se han

uTiIizadoconcenTrados, aceiTes esenciales y flavores obTenidos principalmenTe

por desTiIación con vapor. RecienTemenTe, se ha buscado converTír esTos

ingredienTes en producTos sólidos, uTiIizando almidón, dexTrinas o

microencapsulandolos, para de esTa manera brindar un uso mas higiénico y

esTandarizado (SzenTe y SzejTli,2004).

Sin embargo, el méTodo de inclusión o encapsulación molecular se ha

uTilizado frecuenTemenTe por ser basTanTe eficienTe sobre Todo para

encapsular susTancias líquidas o principios acTivosescasamenTe solubles como

los flavores, haciendo posible la obTención de producTos farmacéuTicos o

alimenTicioscon caracTerísTicas mejoradas.

La encapsulación con ciclodexTrinas va a permiTir enTonces, la

conversión de aceiTes en sólidos que facilmenTe pueden mezclarse. La
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superficie hidrofilica de la ciclodextrina va a permitir el proceso de mezcla

evitando la separación de las fases acuosa y grasa.

Debido a que la mayoría de los flavores son lipofílicos,se utilizan tanto

grasas como aceites para solubizarlos y dispersarlos en los productos

alimenticios. La formación del complejo con ciclodextrina permite su

solubilización directa y una dispersión uniforme, en la matriz acuosa del

alimento.

Un ejemplo de Io anteriormente mencionado se da con los productos

extruidos. Enmuchos de estos productos el agente saborizante aparece en la

cubierta, debido a las dificultades halladas al mezclar aceites en una matriz

alimenticia. Sinembargo, al formar complejos de inclusión con ciclodextrinas,

eI agente saborizante puede ser distribuidouniformemente durante Ia extrusión

del producto alimenticio, eliminando las dificultades asociadas con el método

de extrusión, tales como una distribución 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 cíclica y

por su habilidad de formar complejos cuando es disuelta en agua. Ademas, la

volatilidad de losingredientes se reduce cuando se produce Ia encapsulación.

Las asociaciones formadas son fuertes y se ha observado que incrementan el

punto de ebullición al menos en 10° C (Hedges y McBride, 1999), Io que se

traduce en una mayor vida útil y ademas previene Ia migración del flavor al

empaque.

Si bien los complejos en solución no presentan una protección a Ia

volatilización tan completa como en el caso de los complejos secos, si es

comparado con el huésped sin encapsular, el grado de volatilización se
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reduce notablemente (Hedges y McBride, 1999). Esta reducción es función de

la naturaleza del huésped y de la constante de equilibrio del complejo (Ver

sección I.2.C,ecuación l.l ).

La alta estabilidad térmica de la estructura de Ia ciclodextrina

(temperatura de descomposición = 280° C) permite también que pueda ser

utilizada durante ciertos procesos de obtención de productos alimenticios,

tales como la extrusión y el horneado (Reineccius y col., 2004). Sinembargo, la

combinación de altas temperaturas y humedad puede llevara la liberación

parcial del ingrediente incluido, aunque al enfriarse pueda formarse de nuevo

el complejo, una parte del flavorse habró perdido durante el proceso.

l.6. PROPIEDADES DE HIDRATACIÓN

EIagua puede interaccionar con los sólidos en diferentes formas cada

uno de ellas con un mecanismo particular (Zografi, 1988), Así por ejemplo, la

interacción del agua con sólidoscristalinoses debido o la habilidad del agua

de formar uniones puente de hidrógeno, las propiedades del agua adsorbida

en la superficie de un sólido en el cual esta adsorbida son diferentes de

aquella presente en el seno del mismo.

En la formulación y diseño de productos farmacéuticos, cosméticos, y

alimenticios, varios de esas formas estón involucradas simultáneamente a

saber: adsorción en la superficiecomo monocapa y multicopo, condensación

en los microporos, formación de hidratos cristalinos, delicuescencia y

absorción dentro del seno del sólido.

Elcontenido de agua de un sólido afecta la cristalinídad de drogas y su

estabilidad química y física durante el procesamiento y posterior
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almacenamiento. Entonces las condiciones de humedad y temperatura bajo

las cuales se almacenan deben ser estrictamente controladas (Ahlneck y

Zografi, 1990) y Ia misma debe ser basada en el conocimiento previo de

“humedad relativa crítica.” Para obtener dicha información es necesario

determinar la isoterma de sorción. Esta determina Ia relación de equilibrio a

temperatura constante entre Ia humedad relativa del ambiente (HR)y Ia

humedad del producto (FiguraHS).

Humedad(0/0)

O\ O

|

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

HR ¡100 = a“,

Figura1.13. Esquema de una isoterma de sorcíón de agua expresada como

Humedad en porcentaje (%)en función de la aw.

Las mismas son una herramienta fundamental durante Ia

caracterización y desarrollo de drogas y excipientes nuevos.

La cantidad de agua captada depende de las condiciones

ambientales (HRy temperatura) así como también, de Ia polaridad relativa del

sólido.
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Esasique de acuerdo a las propiedades químicas y estructurales de los

sólidos podemos disiinguir 3 Tiposde isolermas (Figura 1.14).

Isoferma TipoI:Tipica de sisiemas que sólo pueden odsorber una molécula de

agua en cada siliode sorción de la superficie (monocapd). Ejemplo:agenles

aniiapelmazanles, como el silicaiode calcio.

lsolerma Tipo ll: No se alcanza una solurdción sino que la canlidad de agua

sorbida aumenta con la concen’rración de adsorbalo en la solución. Es’rose

debe a que se pueden formar varias capas de adsorbaio sobre la superficie

odsorbenle.

Isolerma Tipo Ill:Losgrupos polares inleraclúan mas fuerlemenle en‘rre si en el

crislal que con las moléculas de agua. En el caso de componenles solubles

esio ocurre hasla alcanzar la aw correspondienie a la de su soluciónsaiurada.

Isotermas de adsorción típicas

0.25

A- ‘ Cama ) '
Tlpo I { Marido",

Z 0.20 - (¡Himnos

2' 0.15 _
¿o

53' Tipo II
o 0,1 _ ‘'c Sammsa,
É comienzaa manito!
3 disolverse

E 0.5 3’U Tipo III

Figura I.14.Diferentes Tiposde isolermas de adsorción, expresados como Contenido de

agua (%bs.) en función de la aw.
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EIconocimiento de los mecanismos que dan lugar a los diferentes tipos

de isoterma puede contribuira determinar los efectos que el agua captada

puede causar en las propiedades fisicasy químicas de tales sólidos. Ademas,

las isotermas constituyen una parte esencial de la teoría del secado y proveen

una información útil en el diseño de equipos de secado y en Ia evaluación y

selección de las condiciones apropiadas de procesamiento de alimentos

productos farmacéuticos y cosméticos, en operaciones tales como el secado,

mezclado, embalaje y almacenamiento, deforma tal de optimizaro maximizar

Ia retención de propiedades como aroma, textura, color, nutrientes y

estabilidad biológica (Tolaba y coI., 2004; Sukumar y coI., 2002).

Debido a que Ia mayoria de reacciones que involucran las

ciclodextrinas ocurren en un ambiente acuoso, la interacción entre

ciclodextrinas y el agua es de fundamental importancia, ya que existe una

competencia entre las moléculas hidrofóbicas huéspedes y las moléculas de

agua unidas a la cavidad por puentes de hidrógeno (como se ha mostrado en

Ia sección I.2.C, Figura L9).Entonces, las ciclodextrinas son un sistema modelo

adecuado para investigar las interacciones agua-biomoléculas (Winklery col,

2000; Moreira da Silva y col, 2002).

Las ciclodextrinas cristalizan a partir del agua como hidratos de

composición variable. La a-ciclodextrina, que comúnmente se la encuentra

como un hexahidrato, a-CD-óHzO, puede existir en 3 formas cristalinas

diferentes. La B-ciclodextrina (IS-CD)generalmente se Ia encuentra como el

undecahidrato B-CD-il H20y como dodecahidrato B-CD‘i2 H2O,sin embargo,

esas estequiometrias son idealizaciones ya que el número de moléculas de

agua por unidad de fórmula depende de Ia humedad relativa a la cual es
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expuesla (Marini y col., 1995). Por su par’re la y-ciclodexlrina puede crisializar

como heplahidralo u oclahidralo, aunque bajo cier‘rascondiciones puede

crisializarcon l7 moléculas de agua.

Las ciclodexlrinas se ufilizan en la confección de diferenles

formulaciones farmacéulicas, cosmélicas y alimenlicias Tales como Tablelas

capsulas, elc. (Pande y Shangraw, 1995).Ademas, leniendo en cuenla que la

perfomance de dichas formulacionesdepende del conlenido de humedad

residual presenle en el sólido final, resulla imperioso delerminar la isolerma

de sorción de las ciclodexirinas y de los complejos formados. Dicha

evaluación es fundamental para elegir las condiciones óptimas de

procesamiento y almacenamiento.
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II. MARCO DE LA lNVESTIGACIÓN

La gran mayoría de los compuestos usados como saborizantes y

aromatizantes (flavores), artificiales y naturales en Ia industria farmacéutica,

alimentaria y cosmética se presentan en forma líquida a temperatura

ambiente. Estos concentrados líquidos, 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. Ademas estos concentrados son oleosos

y Iiposolubles y por Io tanto insolubies en agua, por Io tanto es necesario usar

un proceso para transformar dichos fiavores. Este artificio ha sido logrado en Ia

industria mediante Ia encapsulación en una matriz amorfa. (Reineccius, i991;

Pagington, 1985; Poplewell y coI., 1995; Gouin, 2004). De este modo, un flavor

líquido es incorporado a una matriz sólida transformándose en un polvo sólido

con volatilidad reducida, mucho mas estable a la oxidación y a otros factores

externos, y fócil de manipular.

Numerosas son las técnicas y materiales que pueden utilizarse para

llevara cabo la encapsulación de fiavores. Laelección depende fundamente

de Ia naturaleza química del flavor y de las características del sistema al que

seró incorporado. Elmétodo de encapsulación mas comúnmente utilizado es

la incorporación del flavor a una solución acuosa (20 a 30%)de un hidroto

de carbono (azúcares, almidón, dextrinas, etc.) para formar una emulsión que

se deshidrata por Iíofilizacióno secado spray para formar una motriz sólida

amorfa.
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Enire lodos los hidralos de carbono, las ciclodexirinas presenian

caraclerislicas especiales, ya descri‘ras, por lo cual su esludio merece una

aiención particular.

A diferencia de losdemas modos de encapsulación, esta ocurre a nivel

molecular, formando complejos de inclusión con compuesios que Tengan

dimensionesy forma adecuada para acomodarse en el cen‘rrode la cavidad

y lengan naiuraleza hidrofóbico, presenlando una in’reracciónno covalenle.

La reacción de formación ocurre sólo en presencia de agua. Las

moléculas menos polares que el agua, enlran a la cavidad y la desalojan. El

complejo formado es menos soluble que las ciclodexirinas. En‘ronces,

precipi’ra en la solución y puede recuperarse por filtración. Las ciclodexlrinas

evi’ran la pérdida de ac’rividad de las vilaminas liposolubles (A, E) por

reacciones de oxidación, isomerización o foloquímicas, permiliendo asi la

adición de las mismas en forma soluble a alimenios y bebidas (Del Valle, 2004,

Lofisson y coI., 2005). Ademas, cierlos pigmentos nalurales lales como

carolenoides y flavonoides pueden ser eslabilizados por su inclusión en

ciclodexirinas. Las ciclodex‘rrinas lambién pueden eviiar la vola’rilizaciónde

flavores y esencias de ex‘rrac‘ros,especies y acei‘res esenciales (Anandaraman

y Reineccius, 1986; Hedges y McBride, 1999; Del Valle, 2004). Sin embargo, no

exis‘renesiudios delallados del efec’ro de las variables exlernas (Temperatura,

humedad relaliva, luz,elc.) en la cinélica de liberación del flavor incluido en la

ciclodexirina. Enionces, en la presenle invesligación se obluvieron complejos

de inclusión de B-ciclodex‘rrinas con diferenles aceiles esenciales, la

caracierización fisicoquimica de Ios mismos y la deierminación de su

eslabilidad en diferenles condiciones de humedad rela’riva duranle el

almacenamienlo a 25°C.
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III. OBJETIVO

Analizar

1
la eficiencia de lo B-ciclodex'rn‘ncpara

encopsulor aceites esenciales por medio de lo

formación de complejos de íncíusión

+

lospropiedades de hidraíación y térmicas de
dichos complejos.

.+_

el efecto del agua en la estabilidad de los

complejos
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IV.1.

MATERIALES Y MÉTODOS

ELECCIÓN DE LA CICLODEXTRINA Y DE LOS COMPUESTOS A ENCAPSULAR

Agente encapsulanle:

Como agenle encapsulanle se eligió la B-ciclodexlrina,pues debido a

su facilidad de obiención y purificación, ha sido la clclodexlrina mas

esludiada. Ademas, debido a que ha sido aceplada como GRAS

(comúnmenle considerados como seguros) por la FDA(Food and Drug

Adminislrafion) en el año 200l, es la mas ulilizada en la induslria

farmacéulica, alimenlaria y cosmélica.

Ingredientes activos a encapsular:

En lineas generales, se buscaron compues’ros que son consliluyenles de

varios aCeiles esenciales de origen natural, ulilizados frecuenlemenle

como aromalizanles o conservanles en las lnduslrias. Sin embargo,

debido a su estructura quimica eslos compuestos se degradan

razón se seleccionaron el limolrapidamente. Por esla yel
cinamaldehído.

Breve reseña sobre las propiedades de la B-ciclodexlrina

La B-ciclodex‘rrina llene una solubilidad en agua de l,85% a

lemperalura ambienle, que comparada con la de la a-ciclodexlrina y la y­

ciclodexirina es mucho menor (Ver Tabla l.l, sección l.2.B). Esio podría
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explicarse ya que el grupo hidroxilo2 de una unidad de glucopiranosa forma

una unión de puente de hidrógeno con el grupo hidroxilo3 de la siguiente

unidad, y en el caso de la B-ciclodextrina estos puentes de hidrógeno 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 o que éste es mucho

menos soluble en agua que la 5-ciclodextrina, la formación del complejo

tiende a aumentar la solubilidaddel huésped.

Ademas del incremento de la solubilidad, se produce una disolución

mas rópida o una dispersión del huésped mientras se va mezclando con el

agua. Las moléculas de ciclodextrina se mantienen intactas y retienen su

habilidad para formar complejos en agua.

Como las ciclodextrinas no son solubles en solventes oleosos pueden

utilizarse para reemplazor al aceite ya se emplee éste como solvente o

diluyente de los flavores.

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

ciclodextrinas son:

> Causa menos irritación que Ia a-ciclodextrina luego de una inyección

intramuscular (Del Valle, 2004).

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

> Luego de ser administrado oralmente, solamente pequeñas cantidades

(l-2%) son absorbidas en el tracto intestinal superior y ademós, es

metabolizada por bacterias presentes en el colon.
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> Es lo ciclodextrina que mós se ha utilizado en formulaciones

farmacéuticas,

> Es la ciclodextrina que mós ha sido estudiada en humanos (Del Valle,

2004i

> Su bajo costo comercial

o Breve reseña sobre las propiedades de los compuestos de inclusión

elegidos

Timol

Eltimol, 5-methyI-2-(i-methy|ethy|) phenol, es uno de los monoterpenos

que caracterizan o algunos de las familias Lamiaceae, principalmente o los

oréganos (Origanum spp.) y los tornillos (Thymusspp.). Eltímol es un compuesto

blanco, aromático y cristalino. Se obtiene a partir del aceite del tomillo, en

donde según la especie puede llegar a tener uno concentración del 40%,y de

otros 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 (Medeirosy col., 2007).

La Figura lV.l muestra la estructura quimico desarrollada y

tridimensional del timol.
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o)

Estructura
tridimensional del timoi

b)

Estructura química del
timo]

OH

Figura lV.‘I.Estructura del timoi: a) Estructura tridimensional y b) Estructura química.

Ha sido utilizado en industrias aromáticas, para preservar sistemas

biológicos y en el area médica, se lo utilizacomo fungicida o antiseptico,

Por estas razones,ademas de antiespasmódico y antimicrobiano. es

frecuentemente utilizado por dentistas para tratar infecciones orales. En

ciertos casos también, se ia ha utilizadocomo estabilizador de ciertos agentes

terapéuticos.

Cosentino y col. (i999) en una investigación sobre aceites esenciales

obtenidos de una variedad de tomiiio de la región de Sardinia (Italia),

determinaron SUactividad antimicrobiana frente a un panel de cepas de

referencia y cepas múltiplesprovenientes de alimentos deterioradas, ademas

de bacterias patógenos. Dicha investigacióndeterminó que entre los aceites
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esenciales presentes en el tomillo, el timol fue uno de los dos mas efectivos

frente a las cepas mencionadas. Losresultados 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 así extender la vida Útil

de alimentos procesados.

Eltimol también destruye la viabilidad de fermentos vivos y organizados.

Enefecto, se ha verificado la capacidad del timolde inhibirel crecimiento de

ócaros varroa presentes en colonias de abejas. Debido a que loscristales de

timoldestruyen las esporas fúngicas, se utilizantambién, en la encuadernación,

para impedir el ataque de mohos en los libros, ‘

Ademós de su actividad antimicrobiana, el aceite esencial de tomillo

posee propiedades antioxidantes:

o Vardar-ÜnlÜ y_col., (2003) verificaron que el aceite esencial del tomillo

logró reducir la actividad del radical estable DPPH (2,2-diphenyl-l­

picrylhydrazyl) y de los radicales del oxígeno (peróxidos de lípidos,

superóxidos, y radicales hidroxi). Esta reducción fue debido sobretodo a

las fracciones con mayor contenido de timol.

o Youdim y Deans (1999)verificaron que por su actividad antioxidante, la

suplementación con aceite de tomillo en la dieta de ratas, permitió

mantener niveles altos de ócidos grasos poliinsaturados en las

membranas celulares de varios tejidos de dichos animales.

Cinamaldehído

Elaldehído cinómico, 3-phenyl-2-propenal, o cinamaldehído es la única

forma que es obtenida naturalmente. Se encuentro presente en el aceite de
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canela (65-75%)que se obtiene de la corteza de los arboles Cinnamomum

Zeylanicum (Lauraceoe).

La Figura IV.2 muestra la estructura quimica desarrollada y

tridimensional del timot.

0)

b)

Figura IV.2. Estructura del cinamaldehído: a) Estructura química b) Estructura

tridimensional.

Lasaplicaciones mas importantes de este compuesto se encuentran en

la industria aromática y de sabores. En efecto, se utiliza como agente

saborizante para productos alimenticios o como agente aromático en

productos cosméticos.

Elcinamatdehido es un elemento importante en la oromaterapía, y es

muy utilizadopor ta “aromacotogia”, ciencia que se ocupa del estudio de las

interrelaciones entre la psicologia y ta tecnología de las fragancias, tratando

de determinar las influencias de ios aromas en el comportamiento (Wang y

Chen, 2005)‘ Entresusefectos farmacéuticos se pueden mencionar:
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o Calma los cólicos menstruales y espasmos musculares

o Coadyuvante de la digestión

o Ayuda a la pérdida de peso

o Analgésico

o Antidiarreico

o Cura la gripe simple

EIcinamaldehido 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 raíces

de las plantas con tal fin. Losaceites esenciales de la canela tienen ademas

propiedades antimicrobianos que permiten extender la vida Útil de los

alimentos. Rollery Seedhar (2002)utilizóel cinamaldehido para reducir la flora

bacteriana natural del kiwi,y verificó que poseía una alta efectividad.

En la tabla (Tabla lV.l), se detallan las propiedades fisicoquímicas del

timoly del cinamaldehído.

Tabla lV.1. Propiedades Fisicoquímicas del Timo!ydel Cinamaldehi’do.

Timol Cinamaldehído

5-methyl-2-( l ­

Nombre Quimico methylethyllphenol 3-phenyI-2-propenal

Fórmula Quimica CroHuO C9HBO

Masa Molecular 150,22g/mol l32,l ól ó g/mol

Densidad 0,96 g/cm3 1,05g/ml

Punto de Fusión 48 - 52° c —7,05 a 4 0° c ‘

Punto de Ebullición 232° C 25l° C

Solubilidad en Agua 0.08 g/l OOml 0.14 g/l OOml

Solubilidad en Alcohol 2.67 g/ g
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IV.2. MATERIALES

o @—cic|odex’rrinade Sigma Chemical Co. Si Louis MO, EEUU.

- Timol (Carlo Erba Reagen’ri, Rodano, Mi, l’raiia).

- Cinamaldehído (Carlo Erba Reagen’ri, Rodano, MI,Iialia).

- Sales de Anedra (Argentina) y Mallinckrodi (EEUU)

- Agua destilada.

- Equipos:

° Agiiador Magnético con calefacción - VeIp Scieniifica

(lTaIia)

° Freezer

° Liofilizador. Heio Io‘renA/S, con una Trampa de enfriamien’ro

modelo CT i iO (Heio Lab equipmeni, Denmark)

° Caioríme’rro diferencial de barrido —Mefiier-Toiedo modelo

822 (Mefiler-Toiedo AG, Suiza)

° Esiufa de Vacio (Mei’rler-Toledo)

° Desecadores

lV.-3. PREPARACIÓN DE LOS SISTEMAS

Se prepararon complejos sólidos 1:1 de iimoI/B-ciclodex‘rrina y

cinamaldehído/B-ciclodexirina por el méiodo de coprecipiiación en medio

acuoso (Hedges, i998; Mulinacci y coI., i996). La Figura iV.3 muesira un

esquema de dicho método.
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Solución Sa'rur‘ada de B­
Ciclodexfr‘ína

AgíTacíón a 55° C y len‘ra adición
de fimol o cínamaldehído

Solución 1:1 de b-ciclodex‘rr‘ina
con fimol o cinamaldehído

Almacenamíem‘o a 2° C duran‘re
24 horas

Complejos precipiTados

Filtración

Complejos de Timoly
cinamaldehído con B-Ciclodex‘rr‘ina

Congelacíón y
Líofílízación

Sistemas
deshidraTados

finales

Figura IV.3. Obtención de los complejos sólidos de fiCíclodexfríno (Método de

Coprecípífoción). \
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Entonces, para la preparación de los complejos de B-cíclodextrina se

procedió de la siguiente manera:

Se preparó una solución saturada de B-ciclodextrina en agua con

agitación y calentamiento a 55° C hasta obtener una solución clara y

transparente. A continuación, y sinsuspender la agitación y el calentamiento,

se agregó lentamente la cantidad de timolo cínamaldehído necesaria para

obtener un complejo izi. Se suspendió el calentamiento, y se enfrió la solución

a temperatura ambiente continuandose la agitación durante 4 horas.

Inmediatamente, el recipiente conteniendo la solución turbia del complejo

en suspensión se almacenó a 2° C durante 24 horas, al cabo de los cuales, el

precipitado obtenido se separó de la solución por filtración. Elcomplejo así

obtenido se congeló a -2ó° C durante 24 horas y luego se sumergió en

Nitrógeno líquido antes de la liofilización. Se liofilizóen un Iiofilizador Heto Lab

Equipment Cooling Trap modelo CT ilO (Heto Lab Equipment, Dinamarca) que

opera a -i 10°C enla placa condensadora y a una presión de menos de 4.10-4

mbar en Ia camara. AI cabo de 48 hs se retiraron los sistemas del liofilizador

obteniéndose los sistemasdeshidratados.

Lossistemas deshidratados asi obtenidos, se pulverizaron con la ayuda

de un mortero y se almacenaron en un desecador al vacío sobre MgClO4

(perclorato de manganeso) hasta su uso.

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

UTILIZADA)

Lossistemas deshidratados obtenidos según la metodología detallada

en la sección IV.3 fueron equilibrados a atmósferas de diferentes aw_A
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intervalos de tiempo determinados se tomaron muestras y sobre los mismas se

efectuaron las siguientes analisis:

a) lsoterma de sorción de agua

b) Contenido de agua por gravimetría

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

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

SISTEMAS DESHIDRATADOS

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

DETERMINACIONES

Isotermade sorción J
de agua. . Propiedades térmicas:

C°ntemd° de 09W: Calorimetría Diferencialde
Gravimetricamente Barrido (DSC)

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

usada para su analisis.

lV.4.A. DETERMINACIÓN DE LAS PROPIEDADES DE SORCIÓN DE AGUA DE LA i3­

CICLODEXTRINA Y DE LOS COMPLEJOS

IV.4.A.1. Determinación de la Isoterma de sorción

Las isotermas de sorción de la B-ciclodextrina y de los complejos se

determinaron utilizando el método ¡sopiéstico estandar. Para ello, alícuotas de

aproximadamente 500 mg de B-ciclodextrínao de loscomplejos se colocaron

en viales de vidrio y se expusieron a atmósferas de actividad de agua (aw)
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cónslonles en desecodores evocuodos y o uno lemperolurd de 25° C. Esids

fueron obtenidos medidnle el empleo de soluciones solindssoiurodos cuyos ow

o diferenles lempero’ruro hon sido delerminodos (Greensponn, 1977).

En codo desecodor se colocoron lOOml. de solución solurodo, con un

exceso del 50%de sol poro oseguror que lo solución permoneciero solurddo

duronle el Tiempo de esludio. Eslo úlllmo se verificó con un higrómeiro

(AquoLob). Los soles solurodos ulilizodos permi‘rieron cubrir el rongo de ow

comprendido entre 0,22 y 0,97 y sus volores se delollon en lo loblo IV.2.

Tabla IV.2. Soles utilizados y sus correspondientes volores de ocfivídod de

oguo {owlo 25°C.

ow 0,22 0,44 0,58 0,75 0,84 0,97

SClI C2H3K02 K2CO3 NoBr NGCI KCl K2804

Los mues‘rrosse pesoron periódicomen’re, considerándose olconzodo el

equilibrio cuondo se verificó cons‘roncio de peso (diferencios de peso menores

o 0,0005 g). El liempo requerido poro eslo vorió enlre l o 3 semonos,

dependiendo de lo dwulilizodoy del sisiemo.

|V.4.A.2. Determinación del contenido de agua

Uno vez que los mueslrds olconzoron el equilibrio, éslos se colocoron en

uno eslufo de vocío (Meiiler-Toledo)duronle 48 horos o 96° C en presencio de

perclorolo de mognesio como deseccnle. El conienido de oguo de los

sislemos se delerminó por diferencio de moso onles y después del secodo

(peso húmedo y peso seco).
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Los condiciones u’rilizoddsdsegurdn uno deiermíndción odecuodd del

con‘renido de dguo en los sis‘remos bojo es‘rudio (Cordono y coI., 1997). Los

determinaciones se hicieron por iriplicodo y el resuliodo findiinformodo fue un

promedio de los mismos. EnTodos los cosos, el conienido de dguo se expresó

en bdse seco (g. de Aguo/ 100g. de bdse seco).

IV.4.A.3. Caracterización de lo ¡soterma

Numerosos ecuociones empíricos y semiempíricos hon sido propuesios

poro correldcionor lo humedod de equilibrio con Id owde olímenios (Boque‘ry

coI., 1978, i980; von den Berg, i981).

Sin embdrgo los mós uiilizodds son Id o lo ecuoción de de B.E.T

(Brunouer-Emmefi-Teller)y Id de G.A.B. (Guggenheim-Anderson-de Boer) que

es uno exiensión de lo primero poro sis’remdsque presen‘rdn ddsorción en

mul‘ricopds.

Lo ecuación de BET(Ec. IV.i) es uno ecuoción o dos porómeiros que ho

sido ompliomen’re utilizado hos’ro i985, en que lo comisión de Coloídes y

Químico de superficies de lo UIPAC recomendó el uso de lo mismo poro lo

evoluoción de los dd’ros de sorción en el rongo de Ow de 0,05 - 0,4. Lo

expresión moiemóiico de dicho ecuoción es lo siguienie:

m" CB.aw
m = ' (IVJ)

[(1—aw)<1+<CB —1)aw]

Donde:

m: conienido de oguo del sisiemo en (g de oguo /g de mdso seco).
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mm: contenido de agua del sistema adsorbido como una monocapa sobre

Ia superficie del sólidolg de agua /g de masa seca).

CB: constante relacionada con la energíd libreneta de adsorción:

, (H -HL)C = C ex ——9—— lV.2
B pl: RT ( )

Donde:

C': Constante empírica.

R: Constante de losgases.

T: Temperatura absoluta.

Debido a que CB pueden variar en rango amplio de valores, la

ecuación de BETpuede aplicarse a isotermas tipo lly lll (Figura l.i4, Sección

l.ó). En efecto, cuando mayor es la pendiente inicial mayor es el valor de CB,

mas sigmoidea es la isoterma y la tendencia al comportamiento tipo Il. Sibien

el ajuste a los datos experimentales sólo ocurre hasta una aw de 0,4 esto es

suficiente para obtener los valores de CBy mm(Zhang y Zografi, 2000).

La ecuación de GAB,representa una extensión de la ecuación de BET.

Esuna ecuación simple que con sólo tres parametros ha demostrado describir

satisfactoriamente los datos experimentales en el rango de actividades de

agua de interés practico (0,1- 0,9).

Esta ecuación ha sido utilizada ampliamente para describir la sorción

de agua de muchos alimentos (Maroulis y col., 1988; Bizot, 1983; Weisser, 1995;

Tolaba y col., 2004). Ademas ha sido recomendada por el European Group,
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COST90, para el esiudio de las propiedades físicas de alimenios (Wolfy col.,

i985).

La expresión maiemó‘rica de la ecuación de GABes:

mmCG.k.aw
m = (iV.3)

[(1 —kaw )(1 + kCG —kaw)]

Donde:

m: conienido de agua del sistema en (g de agua /g de masa seca).

mm: conienido de agua del sis’remaadsorbido como una monocapa sobre

Ia superficie del sólido (equivalenie a la monocapa de BET).

Ce: consianie relacionada con el calor de sorciónen la monocapa:

——(H"'_H")] (IV.4)
C =cex

G Pl: RT

Donde:

c: cons’ran‘re empírica.

Hm: Calor ioiai de sorción en los sitiosprimarios de Ia monocapa.

Hn: Calor ioial de sorción de ia mul’ricapa (diferenie al calor de

condensación del agua pura).

k: parómeiro que corrige ia diferencia en’rrelas propiedades del agua en

la muliicapa respecto a las del agua pura:

k = k'exp|:(—Hpí—I-g'ï—)-:| (IV.5)

k': consianie empírica

Hp: Calor de condensación del agua pura.

Hn: Calor Toialde condensación dela muliicapa.
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lV.4.B. DETERMINACIÓN DE PROPIEDADES TÉRMICAS DE LOS COMPLEJOS

La calorimetría diferencial de barrido (DSC)se empleó para verificar la

formación de los complejos de la B-ciclodextrína con el timol y el

cinamaldehido asi como para seguir la liberación de los mismos durante el

almacenamiento. l

La desaparición completa de los picos térmicos correspondientes a los

puntos de fusiónde las moléculas huéspedes, cuando son examinados como

complejos, es considerada como una prueba real de inclusión (Williamsy col.,

i998).

La liberación durante el almacenamiento de los compuestos incluidos,

se siguió, determinando la entalpía correspondiente a los picos de fusión de

los compuestos puros. Enel caso del tímol, éste se encuentra en el rango de

48 a 50° C y para el cinamaldehido entre -7,5°C a -lO° C.

Dichas determinaciones se realizaron utilizando un equipo Mettler DSC

30 con un procesador TA4000 y un sistema de analisis térmico TA72. Elequipo

fue calibrado con los puntos de fusión de Indio (156,ó° C), plomo (327,5° C) y

zinc (419,ó° C). Se hicieron analisis por duplicado, utilizando capsulas de

aluminio (Mettler aluminum pan) de 40 uL herméticamente sellados,

conteniendo muestras de entre 5 a lO mg. Como referencia se utilizóuna

capsula vacia pinchado.

Para evitar fenómenos de distorsión observados al comienzo y final del

calentamiento o enfriamiento, las determinaciones se realizaron en todos los

casos comenzando el barrido por lo menos 30° C por debajo de la
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temperatura esperada para el iniciode una dada transición y finalizando por

lo menos a una temperatura 10°C mayor.

Elrango 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 cinamaldehído-B-ciclodextrína. En ambos casos la velocidad de

calentamiento fue de 10°C/mi'n.

IV.4.B.1.Determinación de la formación de complejos de inclusión

La formación de complejos con algunas sustancias se verifica por la

desaparición total de la señal endotérmlca correspondiente a los picos de

fusión de los Iigandos puros (Hedges y McBride, 1999). Es así que en este

trabajo se realizaron mediciones dinamicas para determinar los puntos de

fusión (TF)y caiores de fusión (AHm)de la B-ciclodextrina, timol, cínamaldehído

y los complejos de inclusión. Elvalor de Tmfue tomado como el onset del pico

de fusión, Las temperaturas de fusión informadas corresponden a la

temperatura del pico endotérmico. Losvalores de entalpía de fusión fueron

obtenidos calculando el area de la transición endotérmica en relación a la

masa de lígando presente en esa muestra.

Antes de medir el complejo recién formado, se determinaron en los

termogramas de la B-ciclodextrína, el timol y el cínamaldehído puros. A

continuación se determinaron los termogramas de los complejos

deshidratados recién formados (aw=0) (timol/B-ciclodextrina y

cinamaldehído/B-ciclodextrína). La no aparición de los picos de fusión

correspondiente a los compuestos puros en dichos termogramas indicaría que

loscomplejos se han formado.
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IV.4.B.2. i Determinación 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 determinó el

termograma de las mismas.

Para determinar el porcentaje de Iigando liberado (% L) de los

complejos almacenadas a diferentes aw y 25° C, se determinó la relación

entre la entalpía de fusión obtenida en forma dinamica luego del

almacenamiento (dentro de los complejos) y el valor de la entalpia de fusión

del Iigando puro medido en las mismas condiciones, utilizadocomo referencia.

La fórmula entonces, sería la siguiente:

AHs

%LIBERADO (%L)= AH0
(lV.6)

en donde,

AHs: calor de fusión del timol o del cinamaldehído en los complejos

AHo: calor de fusión del timol o del cinamaldehído puros.

IV.4.C. TRATAMIENTO DE DATOS

Elmodelado de los datos experimentales y regresiones presentados se

realizó utilizando programas provistos por la biblioteca (Graph Pad PrismV4.l ),

a través de correlación lineal o no lineal, según Ios casos. Este programa

minimiza el cuadrado de la diferencia entre los valores predichos y

experimentales.
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V.

v. CAPÍTULO 1.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

ESTUDIOS DE LAS PROPIEDADES DE SORCIÓN DE AGUA DE LA

B-ClCLODEXTRINA Y SUS COMPLEJOS

V.1.A. CINÉTICA DE ABSORCIÓN DE AGUA

La figura V.i .i muesira el con‘renido de de agua en función del Tiempo

para Ia B-cíclodexirina a 25° C.

ContenidodeHumedad(%b.s)

Figura V.1.1

3C

0,97 aw
a D :1

El A _ _ 0,84 aw
- - I Í Í Í 0,75 0

20 . — a 0,58 ayy",
_ _ _ 0,44 aw

' ' 0,22 aW

10­

c I l I l l I I
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

Tiempo (días)

Cinéfica de absorción de agua de la B-ciclodexfrinaa 25° C, expuesta
a diferentes aw.

EIiiempo necesario para alcanzar el con‘renído acuosa del equilibrio

fue aproximadamente iO o 12 días 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 días. Los

complejos timol-B-ciclodextrina presentaron un comportamiento similar

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 entre 0,22 y 0,75 de aw (Figura

V.l.2).

15.0

E10,97aw

12.5­
'U
U

'O
w A
E o 10.0­
É g . ' . . . 0,84aw

(h
m 4 A A A o75a

'c a, V V r w

gg 75' . v - v 0,58aw.— - t ‘ t 0,43a
se w
E 5.0- = = -. - 0,22 aw0o

2.5­

0.07 I I I I
o 5 10 15 20

Tiempo (Días)

FiguraV.1.2 Cinética de Absorción de agua del complejo timoI-fi-ciclodextrina a

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

Los complejos cinamaldehído-B-ciclodextrina presentaron un

comportamiento totalmente diferente, necesitando mayor tiempo para llegar

al equilibrio. Enefecto, para las muestras expuestas a actividades de agua de

0,22, 0,44, y 0,58 el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio fue l2 días,
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mienirds que los muesiros expuesios o ocfividodes de oguo de 0,75, 0,84 y 0,97

dicho Tiempo fue de ió dios (Figuro V.i .3). Ademós los volores del conienido

de oguo del equilibriode los complejos cinomoIdehido-B-ciclodexirino o codo

ow fueron menores que los correspondien‘res o los complejos iimol-B­

ciclodex‘rrino o los mismos ow (observor Figuro V.i .2 y Figuro V.i .3).

12.5
E: a ¡J r1——EIO,97<:1w

. = = - ‘O,84c1w
13 10.0­
'U
G)

E . , , ; ¿0,75%
DAIv; 7.5‘
a) .

3:3 _ _ _ _ ¡0,580w
39v - - - ‘0,43aw
ac» 5'0' . - - ' 'O,22aw
'E

8
2.5­

0.61- | l I I I I I I

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0

Tiempo (días)

FiguraV.1.3 Cinéfico de Absorción de oguo del complejo cinomoldehído-B­

ciclodexirino o 25° C, expuestos d diferentes ow.

Comporondo los ires gráficos obienidos, se observó que lo coniídod de

oguo obsorbido en el equilibrio o codo ow por ombos complejos fue menor

que lo correspondiente d lo B-ciciodexirino siendo el orden B-ciclodexirino >

iimol-B-ciclodexirino > cinomoldehído-B-ciclodexirino .
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V.1.B. ISOTERMAS DE SORCIÓN DE AGUA DE LA B-CICLODEXTRINA Y LOS

COMPLEJOS

Se de‘rerminaron las iso‘rermasde sorción de agua de Ia B-ciclodexirina,

y los complejos fimol-B-ciclodex'rrina y cinamaidehído-B-ciclodex’rrina a 25° C.

Los valores del contenido de agua de equilibrio de la B-ciclodexirina, en

función de la aw se encuentran represen‘rados enla Figura V.i .4.

B-ciclodexirina

18­

16­

(gdeagua/1009MS)

14­

12 I I I I l I I Il
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

aw
FiguraV.1.4. Isorerma de sorción de agua delafl-ciclodexfrínaaZSo C. Elcon'renido

de agua se expresó como gramos de H20por iOOgramos de masa seca (MS).

Como se puede observar, durante el proceso de sorción el contenido

de agua se incremen‘ró consian‘remenie desde O,ii hasta una aw de 0,5,

seguido de una e’rapa duranie Ia cual el con‘renido de humedad

permaneció consianie hasta que la aw llegó a 0,75. A confinuación, el

conienido de humedad se ¡ncremen‘ró rópidamenie has‘raalcanzar un valor
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de 21,5 g de agua/iOOg de MS.Estosresultados fueron similares a los obtenidos

por Cserhóti y Forgacs, (2003) (Figura V.i.5).

¡57331

... 0

¡s

PQ
Absorcióndeaguamoïfmol

mCv

20140!60Y63“!¿OHR%

Figura V.1.5. Isotermas de sorción de vapor de agua para 05-,,3 y rciclodextrinas a 40°

C { absorción, -------- desorción).

Una mayor información de las propiedades de hidratación de la [5­

ciclodextrina puede obtenerse, expresando el contenido de agua absorbido

a cada aw, como moles de agua por mol de B-ciciodextrína seca (Figura

V.i.ó).

En efecto, en la misma se puede apreciar que el plateau que se

observó entre 0,5 y 0,75 de aw corresponde a un hidrato de 10,5 moles de

agua/mol de cíclodextrina y luego la captación de agua aumenta

abruptamente para formar un hidrato de aproximadamente 12,5moles de

agua/mol de ciclodextrina.
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12.5- B-c¡clodexlrína

11.5- ,

10.5­

molH20/mol[3-cic|odextrina

9.5­

8.5­

I I Ï I I I I I I

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

GW

Figura V.1.6 Isolerma de sorción de agua de ficiclodexfrína a 25° C. EIconlenido

de agua se expresó como moles H20por mol de B-ciclodexlrinaseca.

Esle comporlamienlo fue similar al obienido por otros invesligadores.

Marini y col, (1995) encom‘raron que la caniidad de moles de de agua

absorbidos por la B-ciclodex‘rrinacambia de una manera continua y reversible

de 12,3 a 9,4 moles cuando Ia awvaría de l a 0,15.

La eslruclura de los hidralos de la B-ciclodexlrina en eslado sólido ha

sido determinada por diversos métodos. Así, Winkler y col. (2000) por

simulación dinamica molecular y Lindnery Saenger (1978, 1982) por medio de

esludios cris‘ralograficos, encon‘rraron que Ia [S-cicloclexlrinaesla asociada

con 12 moléculas de agua para formar un dodecahidralo. Ambos ou’rores

observaron que aproximadamenle la milacl de las moléculas cle agua se

ubican en ocho sitiosespecíficos de la cavidad y el res’rose dislribuye en otros

ocho sitios (enlre la superficie y los ¡nlerslicios de las ciclodexlrinas), Esasí que
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6.5 moléculas de agua estarían ubicadas en estos slllosespecíficos dentro de

la cavidad y las 5,5 moléculas restantes estarían dlslribuldasen la superficie de

la molécula de la B-clclodexlrina (Figura V.l.7). Este lípo particular de

distribuciónde las moléculas de agua dentro de la cavidad determina que la

B-cíclodexlrina presente simetría en su forma hldralada (Connors. 1997).

FiguraV.'l.7. Configuración de una fi-CDHZHzOobtenida por daros de difracclon de

neulrón a 120°K. Lospuentes de Hidrógeno eslón representados por fineas punteodas

{Tomado de VWnkIery col, 2000).

Por olra parte. Fujlwara y col. (1983) hallaron una nueva forma de

hidralo. en el cual ll moléculas de agua se encontrarlan asociadas con una

molécula de p-ciclodexlrlna.

Como resultado de estos estudios, los autores concluyeron que las

moléculas de agua dentro de la B-clclodexlrinaestan en estado “activo” y

podrían ser facilmente removidos por llgandos capaces de fomar complejos

con las clclodexlrinas (moléculas mas hldrofoblcas que el agua).



Resultados y discusión

Comparando estos últimos resultados con ios obtenidos por Marini y col.,

(i995) puede concluirse que Ia etapa de deshidratación desde i a 0,15 de aw

involucra casi exclusivamente parte de las 7 moléculas de agua ubicadas

dentro de Ia cavidad dela B-ciclodextrina.

En ia Figura V.i.8 se muestran las isotermas de sorción de agua de los

complejos de timoI-B-ciclodextrina y cinamaldehído-B-ciclodextrina. Se

pueden observar que ambas ¡sotermas presentaron un perfilde sorción similar

al de Ia B-ciclodextrinas. Sinembargo a pesar que presentaron el mismo perfil

trifásico,Ia cantidad total de agua absorbida fue menor.

150

125­

(7:7
E
m 10.0- _
g cinamaldehído-B-ciclodemrlna\

S 7.5­
m
CU

8

¿a 53- \
2.5- timol-B-ciciodenrina

QC . I I I I I I I I

0.0 0. 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

Aw

FiguraV.i.8. Isotermas de sorción de agua de los complejos de timol-flciclodextrina

y cinamaldehído-flcíclodextrína a 25°C.

Esta diferencia se evidencia en forma mas nítida, si se expresa el

contenido de agua absorbido a cada aw, como moles de agua por mol de

complejo seco (Figura V.i .9).
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En efec’ro como puede observarse en Ia Figura V.i.9 es‘roscomplejos

formaron hidraios con 7 o 8,5 moles de agua con cinamaldehído y iimoi

respectivamente. Estos resul‘radosindican! que el mecanismo de formación

de los complejos involucra el desplazamien‘ro de ias moléculas de agua de la

cavidad de la B-ciciodex‘rrina,por el huésped que se incluye. Ademas,

confirman, que ias moléculas de agua dentro de Ia B-ciclodexirina es‘ran en

esiado "activo" y puedeñ ser fócilmenie removidos por compuestos, con el

iamaño e hidrofobicidad adecuados para ocupar la cavidad inferiorde ia [3­

ciclodex'rrina, (Talescomo el iimol y el cinamaldehído) y así formar complejos

con las ciciodexirinas (moléculas mas hidrofóbicas que el agua).

1'
I

8 . II,2
O 7. _ r _ . II A
E cmamaIdehIdo-B-CIclodex’rnna ¡,/
O. I
E ' Il06- II
3 A/
O I

E 5‘ l/ III
301 1/ _v".
I 4- Í',—"'---- "'I"/ """ ’n"2 »----‘

I , / iimoI-B-ciclodex‘rrina3' /
K

2 I I I I l I I I I
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

GW

Figura V.l.9. Isofermas de sorción de agua de los complejos fimo-flciclodexfrina- y

cinamaldehído-ficiclodexfrina a 25°(el contenido de agua se expresa como moles

H20por molde complejo seco).
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V.'| .C. CARACTERIZACIÓN DE LA ISOTERMA

Como fue mencionado en el capiluio anterior (Maleriales y Métodos),

para correlacionar el contenido de humedad de equilibriocon la aclividad de

agua de un alimento se han propues’ro varias ecuaciones empíricas y

semiempíricas. Sin embargo las mas ulilizadas en Ia induslria alimenlaria y

farmacéutica, han sido las ecuaciones de BET(Brunauer-Emell-Teller) y GAB

(Guggenheim-Anderson-de Boer).

Debido a que la ecuación de BETsólo es aplicable hasla una awde

0.4 y dado que nuesiro esiudio cubre un rango de aw de 0,22 a 0,97, la

caraclerízación de las isolermas de sorción se efecluó por medio de la

ecuación de GAB(ecuación IV.3 de Materiales y Méiodos).

m _ mmCG.k.aw (lv 3)
[(1 —kaw)(1 + kCG —kaw)] '

Los valores de los parómeiros de la ecuación de GAB (mm, CGy k),

cuyo significado fue explicado en la sección lV.4.A.3de Maleriales y Métodos,

fueron esiimados aplicando a los dalos experimeniales, un programa de

regresión no lineal (Graph Pad V4.1) que minimiza la suma residual de

cuadrados.

En la Tabla V.i.i se mueslran los valores del conlenido de agua de la

monocapa (mm,), y las conslanles Ce y k con sus correspondientes

desviaciones eslóndar (a) y coeficientes de correlación (R2).
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Tabla V.i. i. Valoresdel contenido de agua de la monocapa (mm,),las constantes Cc y

k de la ecuación lv, sus correspondientes desviaciones estándar (oj y los coeficientes

de corre/ación (R2).

Sistema mm i o Cai 0'66 ki 6k R2mm

(g H20/g MS*)%

B-ciclodextrina 15,5 i 0,6 (8,7 i 0,2). 105 0,36 i 0,05 0,984

Cinamaldehído-B- 4,9 i l,l 7,5i 5 0,65 i 0,ll 0,977
ciclodextrina

TimoI-B-ciclodextrina 2,9 i 0,2 (2,81“0,2). 105 0,80 i 0,04 0,909

* MS (masa seca)

Los valores de los coeficientes de correlación (R2)y la desviación estándar (a)

indican que el modelo de GAB describió aceptablemente el contenido de

humedad de equilibrio de la B-ciclodextrina y de los complejos timol- [5­

ciclodextrina y cinamaldehído-B-ciclodextrina. En efecto los valores de R2

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

parametros fue S l7 % excepto para el parametro CGcorrespondiente al

complejo cinamaIdehído-B-ciclodextrina (Tabla V.l.l). Dicha habilidad

también puede corroborarse en la Figura V.l.lO donde se observa un buen

ajuste entre losvalores experimentales y los predichos por Ia ecuación de GAB.
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I
B-ciclodextrina _______"

0.20- I ____ __, ———————" .

a ' """""'­
E
m 0.15­
? timoI-B-ciclodextrina A
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“3 ¡,18
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0-05“ I ----------------------fl cinamaldehido-B-ciclodextrina
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Figura V.1.10. Comparación del conlenido de agua en el equilibrio predichos por la

ecuación de GABcon los valores experimentales para la ,B-ciclodexlrlnay los complejos

limol-fl-ciclodexlrlna y cinamaldehido-flciclodexlrina a 25° C. Lossímbolos representan

los valores experimentales y las líneas los calculados por la ecuación de GAB.

Losvalores de k fueron lodos < que l ldl como ocurre para muchos

produclos alimenticios y farmacéuticos (Welser, 1995; Tolabd y col., 2004).

Losvalores de monocapa calculados fueron en el orden: mmde la [5­

clclodex‘rrina > mm del complejo cindmdldehído-B-clclodexlrind > mm del

complejo límol-B-ciclodex’rrina. Esle orden coincide con el número de

moléculas de H20 presenles en la eslruc’rurd de sus hidrdlos respec‘rívos

(sección V.l.B). Ademós, puede observarse que el valor de mm, de la B­

ciclodex‘rrind fue 3 y 5 veces mayor en magnílud que los correspondientes a

los complejos de cindmdldehído y llmol respeclívamenle. Eslo sería una

evidencia mós que la formación del complejo implica el desplazamienlo 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 areas de adsorción

de la [3»ciclodextrina y de los complejos. EIconocimiento de este parametro

es importante ya que permite evaluar la naturaleza de las uniones

involucradas en la interacción de un dado material con el agua y

proporciona información sobre Ia microestructura del mismo. Dicha area (A)

fue determinada como (Gregg y Sing, i982):

_ N.aH20.m
A ”’ = 3,5x106mm (V.i .1)

Donde:

N: Número de Avogadro (óxiO26moiéculas/ k mol)

amo: area de una molécula de agua (lO,óxlO-3°m2)

M: Peso molecular del H20 (ing/kmol).

Losvalores de A obtenidos aplicando la ecuación V.i .l fueron: 542,5,

175,5 y iOi,5 m2/g para Ia B-ciclodextrina, el complejo cinamaldehído-[S­

ciclodextrina y el complejo timol-B-ciclodextrína respectivamente. Estos

valores fueron del mismo orden de magnitud que los obtenidos por otros

investigadores (Aguerre y col., 1989; Tolaba y coI., 2004) para otro tipo de

materiales, como los almidones de cereales. Ademas, los resultados obtenidos

indican que la formación de los complejos produce una disminución

significativa en la superficie total disponible para interacciones hidrofilicas

respecto a Ia de la B-ciclodextrinay que la magnitud de la misma depende de

la naturaleza del compuesto incluido.
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La entalpía neta de adsorción fue estimada utilizando la ecuación IV.4

de Materiales y Métodos.

(H —H )]
C = m n

G c exp[——-—RT
. (lV.4)

A partir de la misma y considerando para Ia constante c un valor de i

resulta:

ln(CG)xR.T = (Hm -Hn) (V.i .2)

Sise remplaza Ry Tpor sus valores numéricos resulta:

J
.mol1n(CG).298K.8,3 14 K = (Hm —H”) (V.i .3)

Los valores estimados de la entalpía neta de adsorción aplicando la

ecuación V.i.3 fueron: 34, 5, 4,97 y si kJ/mol para la B-ciclodextrina, el

complejo cinamaldehido-B-ciclodextrina y el complejo timol- B-ciclodextrina

respectivamente. Estosvalores fueron del mismo orden de magnitud que los

obtenidos por Bilaly co|., (l994) que determinó, utilizando un calorimetro, el

calor de disolución de muestras de B-ciclodextrína conteniendo diferente

cantidad de moles de H2O/molde ciclodextrina.

En conclusión la ecuación de GAB describió aceptablemente las

isotermas de adsorción de la B-ciclodextrina y de los complejos. A partir de la

misma se estimaron losvalores del contenido de agua de la monocapa (mn),

el órea especifica de adsorción y las entalpías neta-s de de adsorción. Los

valores obtenidos de dichos parametros fueron coincidentes con los hallados

por otros investigadores.
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V. CAPÍTULO2. PROPIEDADES TERMOFÍSICAS DE LOS COMPLEJOS DE

INCLUSIÓN

V.2.A. CONFIRMACIÓN DE LA FORMACIÓN LOS COMPLEJOS DE INCLUSIÓN

Para verificar Ia formación de los complejos de inclusión del timoi y el

cinamaidehído con la B-ciclodextrina, obtenidos por el método de

coprecipitación (sección IV.3de Materiales y Métodos) se utilizóia Calorimetria

Diferencial de Barrido (DSC), tal como se señaló en la sección IV.4.B.i dei

mismo capítulo. Este método ademas de ser una determinación rapida y

accesible, ha sido recomendado en particular, para los complejos de

inclusión dela B-ciclodextrina (Williamsy coi., i998).

Es importante reiterar que en los termogramas, las cristalizaciones

aparecen como picos exotérmicos y las fusiones, como picos endotérmicos

por lo cuai Ia desaparición completa de ios picos térmicos correspondientes a

los puntos de fusión de las moléculas huéspedes, cuando son examinados

como complejos, se considera una prueba fehaciente de ia inclusión

(formación del complejo)

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

las sustancias puras:

a) ei cinamaidehído puro

b) el timoi puro

c) la B-cíclodextrina

En Ia Figura V.2.i se muestra el termograma del cinamaidehído puro. A

temperatura ambiente el timoi se encuentra en estado liquido y durante ei

proceso de enfriamiento hasta -iOO°C cristaliza. Entonces, luego durante el
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calenlamienlo de —lOOa 120 ° C se observó en primer Termino un pico de

cristalización (exolérmico) a —28°C seguido de un pico de fusión a una

lemperalura aproximada de -lO° C. Eslos valores son similares a los hallados

por olros inves’rigadores (Carlolli y col., 2007) .

La Figura V.2.2mueslra el lermograma obtenido para el limol puro. En el

mismo se observó un pico endolérmico en un rango de Temperatura de 48 a

52° C. Mourizinos y col, 2008 enconlraron un valor similar en un esludio sobre

la eslabilidad de monolerpenos encapsulados en B-ciclodexlrinay malrices

de almidón.

1.C

0.5- Cinamaldehldo

0.0­

ng -0.5­

-1.0­

-1.5­

-2.C l l I I I I I I
-100 -75 -50 -25 0 25 50 75 100 125

Temperatura (°C)

Figura V.2.1.Termograma obtenido por DSC del Cinamaldehído puro.

84



Resultados y discusión

_2_ Timol

W/g -3­

-4­

-5­

n
U I I l r l l I
-75 -50 -25 0 25 50 75 100 125 150

Temperatura (°C)

Figura V.2.2. Termogroma obtenido por DSCdel timo!puro.

El Termogromo de lo B-ciclodex’rrino puro presenró un pico

endo‘rérmico que se inicio o olrededor de 120° C debido posiblemente o lo

eliminación del oguo de solvo’rocíón (Hedges, y McBride, 1999; Giordano y

coI., 2001).
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_L

B-ciclodextrina

°\

ng 1‘

I I I I 1
0 25 50 75 100 125 150 175 200

Temperatura (°C)

Figura V.2.3. Termograma obtenido por DSCde la fl-ciclodexfrina pura.

Obtenidos los iermogramas de las sustancias puras, se procedió a

determinar los Termograma de los complejos deshidratados recién formados

(aw=O):

d) el complejo de inclusión de la B-ciciadexirina con ei

fimol

e) el complejo de inclusión de Ia B-ciclodexirína con ei

cinamaldehido.

En las figuras V.2.4 y V.2.5 se mues‘rran los iermogramas de ambs

complejos obienidos por DSC. AI comparar dichos iermagramas con los

correspondienies a los de su respec‘rivo compuesto puro (Figuras V.2.i y V2.2)

se observó ia desaparición completa de los picos de fusión caracierís‘ricos del

iimol (50° C) y dei cinamaidehido a —iO°C.
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-0.15

_020_ Complejo cinamaldehído-B-c¡c|odextrina

-0.25­
2’
3

-O.30­

-0.35­

l I I I l I

-50 -25 0 25 50 75 100

Temperatura (°C)

FiguraV.2.4. Termogroma del complejo de cinomaldehído-flciclodexfrino

deshidratado.

-0.26

Complejo timol-B-ciclodextrina
-0.25­

W/g -0.30­

-0.35­

l I I I

-50 -25 0 25 50 75 100

Temperatura (°C)

Figura V.2.5. Termogromo del complejo de fímol-flcíclodexfrino deshidrafcdo.
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Estosresultados son uno fuerte evidencia que los complejos de inclusión

se han formado. En efecto, Williamsy col. (l998); Ribeiro y col. (2003) y Pinto y

col, (2005) han considerado que la desaparición completa de los picos

térmicos de los moléculas huéspedes, cuando son examinados como

complejos, puede ser considerada como una pruebo real de inclusióny que

esta técnica puede utilizarsecomo rutino con tol fin.

V.2.B. DETERMINACIÓN DE LA ESTABILIDAD

Los fiavores encapsulados son generalmente almacenados por un

extenso periodo de tiempo antes de su incorporación a productos

farmacéuticos, cosméticos o alimentos. Entonces, es importante determinar

ademas de lo eficiencia de encopsulación (cantidad inicial de lo molécula

huésped encapsulado en lo cavidad de la B-ciclodextrino) Ia cantidad

retenido durante el almacenamiento bajo diferentes condiciones externas

(temperatura, humedad, luz,oxígeno, etc.).

Con ese objetivo los complejos deshidratados obtenidos de acuerdo

o la metodologia descripto en Ia Figura lV.3 (Materiales y Métodos) fueron

equilibrados o atmósferas de diferentes aw.y 25° C. A intervalos de tiempo

determinados se tomaron muestras y se determina el termogromo de los

complejos por DSC (sección IV.4.B.ide Materiales y Métodos). Dicho anólisis

permitió determinar siel timoly cinamodehído continuaban encapsulados.

Dicho estudio reveló, que Ia cantidad de timol y de cinamaldehído

liberado de sus respectivos complejos de inclusión fue función de Ia owy del

tiempo de almacenamiento.
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Se observó que a una aw < 0,84, el limol y el clnamaldehido no fueron

liberados de sus respectivos complejos de inclusión, durante 84 dios de

almacenamienlo.

En la Figura V2.6 y Figura V2.7 se muestran los lermogromas de

complejos de limol-B-ciclodextrino y cinomaldehido-B-ciclodexlrina

respectivamente. En las mismas se mueslron, o modo de elemplo. los

lermogramos correspondientes a dichos complejos desde una Owde 0,22 o

0.75 y luego de 90 dios de almacenamiento. Lo no aparición, en los

lermogramas, de los picos de fusióncoroclerislicos del limoly cinomaldehído

que a ow < 0,84 permite afirmar que bajo dichos condiciones de

almacenamiento loscomplejos fueron esiobles.

0.3

og. Complejo Imal-B-ciclodexfiina

0.1­0.o.w.
g -o.1­

13,44 a,”
-0.2­

M
-0.3­

0,75 aw
-0.4­

"o-: I I I U I I I Í I I
-5 5 15 25 35 45 55 65 75 85 95

Temperatura (°C)

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

diferentes Gwydespués de 90días de almacenamiento.
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0.3­

0.2­

0.1­

-o.
a: o. 0,22 aw

-0.1«
g 0,44a”

-0.2d
0,58 aw

-0.3­
0,75 a”

-0.4­

-o' : ' Ü ' Í I ' Í
-1oo -75 ¿o .25 o 25 30 75 1oo 125

Temperatura (°C)

FiguraV.2.7. Termogramas obtenidos por DSC del complejo cinamaldehído-B­

ciciodextn'naa diferentes awy después de 90días de almacenamiento.

Sin embargo, a aw de 0.84 y de 0,97 se observó una variación

considerable en la estabilidad de ambos complejos.

En efecto en la las Figuras V2.8 y V.2.9 se muestran los termogramas

correspondientes al complejo timol-Bciclodextrina a aw de 0,84 y de 0,97

respectivamente y a distintas tiempos de almacenamiento. A 0,84 de Qwel

complejo fue estable hasta los90 días de almacenamiento en que se observó

un pequeño pico de fusióna aproximadamente 15°C. A0,97. la liberación del

timol se observó ya a partir de los 23 dias y se incrementó al aumentar el

tiempo de almacenamiento (FiguraV2.9). Ademas, puedo observarse que el

pico de fusióndel timolse corrió a menor temperatura.
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-0.05

Complejo tlmoI-p-clclodextrlna aw=0,84

-0.15'

Recién equillbrado

-0.25d
23 días

ng

70 días

90 días
U I I I I I I

-20 0 20 40 60 80 100 120

Temperatura (°C)

Figura V.2.8. Termogramas obtenidos por DSC del complejo fimoI-B-ciclodexfrina a

0,84 de Owy o distintos tiempos de almacenamiento.

0.-:

o 3 Complejo tlmol-p-ciclodextrlna aw= 0,97

0.2­
Recién equilibrado

0.1.

g ¿md 23dias

-0.1" 70 días

-0.2' 90días

-O.3'

'On': I I I U U U I I I-36-26-16-64142434445464748494
Temperatura (°C)

Figura V2.9. Termogromas obtenidos por DSC del complejo fimoI-B-ciclodexfn‘nao

0,97de awy a distintostiempos de almacenamiento.
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EI complejo de cinomoldehído-B-ciclodextrino presentó un

comportamiento similar,con algunos diferencias. En los figuras V.2.10y V2.1]

se muestran los fermogromos de dicho complejo o 0,84 y de 0,97 de ow

respectivamente.

Dicho compleio o 0,84 de ow fue menos estable que el de fimol-Ba

ciclodexfrino, yo que lo liberación del cinamoldehído se inició o los 23 días y

se incrementó con el tiempo de almacenamiento (FiguraV.2.10).

A 0,97 de ow,por el contrario el complejo fue estable hasta los 90 días

de almacenamiento, en el que lo liberación del cinomoldehído se inicio en

manero abrupto (FiguraV2.1 I).

Complejocln 3 " 4 ‘¡naaw=0.84
-0.05­

Roción equilibrado

-0.15­2
g 23días

-0.25‘

90 dias

'0-36 Í I u I I I I u Í I I l
40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90100

Temperatura (°C)

FiguraV.2.10.Termogramas obtenidos por DSCdel complejo c¡nomaldehído-fi-ciclodextrina

o 0,84de Cwy a distintostiempos de almacenamenro.
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-0.0­
Complejo clnamaldehído-B-ciclodextrina aw= 0.97

Roción equilibrado

-o.1­
23 días

9 .
g ‘0-2 so dias

-0.3- 70 días

-o.4­

"-60 ¿o ¿o 5 {o ¿o s'o s'o 1 1oo

Temperatura (°C)

Flgura V.2.1l. Tennogramas obtenidos por DSC del complejo cinamaldehfido-B­

ciclodextn‘naa 0,97de awy a distintostiempos de almacenamiento.

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

las diferentes awy tiempos de almacenamiento, se deteminaron losvalores de

las entalpïas de fusión del timon cinamaldehído (AHs). Esta permitió calcular

la cantidad de dichos compuestos liberada de los compleíos durante el

almacenamiento. Se determinó también, el valor de la entalpía de fusión

correspondiente a la cantidad inicialdel ligando puro presente en el complejo

(AHo). Este último valor fue obtenido, a partir del termograma de dicho

ligando medido en las mismascondiciones experimentales.

La relación entre ambos valores permitió determinar el porcentaje de

timol o cinamaldehído liberado (96L)de acuerdo a lo explicado en la sección

lV.4.B.2(Materiales y Metodos) y utilizando la fórmula lV.ó:
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%Liberado =(%L) = AES­AHa

Las figuras V.2.l2 y V.2.l3 muestran el porcentaje de timol y de

cinamaldehldo liberado (% L) de sus complejos a 0,84 y a 0,97 de GW,en

función del tiempo.

30

Corralejo timol-B-CD / k ___á
25- 0.97

1; //’ “wz /
í, 20- / /
<1 / / /ï 15- /

É ¡r- -— —- -—-——‘/
a 10‘
.\°

5­
aw 0.84

n _ r,-——-.
l I l I I l I

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Tiempo (días)
figura V.2.12. Porcentaje de timo!liberado de su complejo con fi-ciclodexmínaa 0,84 y

0,97 de Ow.Losresultados se muestran como 95liberado en función del tiempo (días).

La cantidad de timol llberado del complejo a 0,84 de Cw,fue muy baja

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

V.2.l2). Por el contrario, a 0,97 de aw, la liberación del timol encapsulado se

¡nlclócasi al comienzo del tiempo de almacenamiento y luego se incrementó

linealmente con el mismo hasta los 70 días, en el que se estabíllzó.
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3° Comhjo clnarmldehido-p-CD
Á aw 0.97 f
° /

E
W /
5 20- /
g /
e Í .s
J 10- "t'l a“,084
°\e /',­

l
",.o"' /

o-u-—---———I'-‘::- w ———-- —--¡/

o 1'0 2'0 3'0 4'0 ¿o ¿o 7'o ao
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Flauta V.2.13: Porcentaje de cinamatdehkïo liberado de su complejo con fl­

ciclodextn‘na o 0,84 y 0,97 de aw. Los resultados se muestran como 96 liberado en

función del tiempo (días).

Las muestras del complejo de cinamaldehido-B-ciclodextn‘na

presentaron un comportamiento diferente. Enefecto, a 0,84 de awla liberación

del cinamaldehido empezó a los 23 días y se incrementó linealmente con el

tiempo de almacenamiento. Sin embargo, luego de 75 días de

almacenamiento, el % de cinamaldehido liberado fue sólode ¡2%

Encambio. las muestras del complejo de cinamaldehido-B-ciclodextrlna

expuestas a una aW de 0,97, mostraron un comportamiento diferente: la

liberación empezó luego de 60 días de almacenamiento. tiempo o partir del

cual el %L se incrementó abruptamente con el tiempo de almacenamiento.

Sise compara la estabilidad de ambos complejos, se puede apreciar

que presentaron comportamientos diferentes. A 0,84 de aw. el compleja del

timoI-B-clclodextrlnafue mas estable que el de clnamoldehído-B-ciclodextrina.
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Por el contrario, a 0,97 de aw el complejo del icinamaIdehído-B-cíclodextrina

fue mas estable que el de timol-B-ciclodextrina hasta los 70 días de

almacenamiento, aunque el %liberado luego de 90 días de almacenamiento

fue similar.Estas diferencias de comportamiento pueden ser ocasionadas por

la diferente estructura química, que presentan el timol y el cinamaidehído

(comparar la Figura lV.l y la Figura lV.2).

V.2.C. RELACIÓN ENTRE LAS PROPIEDADES DE SORCIÓN DE AGUA DE LOS

COMPLEJOS Y SU ESTABILIDADDURANTE ELALMACENAMIENTO

Los resultados obtenidos en la Sección V.2.B demostraron que la

liberación del timol y cinamaldehído de sus complejos con B-ciclodextrina esta

determinada fundamentalmente por la CIw de la atmósfera de

almacenamiento. En efecto, la liberación de ambos compuestos, se inició a

partir de 0,84 de CIw.Por otro parte, en el entorno de dicha aw se observó un

notable incremento en la adsorción de agua del complejo correspondiente

(¡sotermas de adsorción de los complejos de tímol y cinamaidehído con B­

ciclodextrina: Figura V.l.8). Es decir, que podría existir una vinculación entre

ambos fenómenos.

Esta relación se hace evidente en la Figura V.2.l4 y Figura V.2.15, en las

que se ha representado en un mismogrófico la cantidad de agua adsorbida y

el porcentaje de timolo cinamaldehído liberado en función de IClaw.
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Figura V.2.M Porcentaje de timo! liberado de su complejo con ficiclodexm‘na y

porcentaje de agua adsorbido en función de la Ow.
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Figum V.2.15. Porcentaje de cinamaldehído liberado de su complejo con fl­

ciclodexfn'nay porcentaje de agua adsorbido en función de la aw.
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Ambas Figuras muestran que la aw en que comienza la liberación del

huésped, coincide con un ¡ncremen’roabrupto de la sorción de agua en la

isolerma de adsorción de los complejos respectivos. Se puede afirmar

enlonces que la estabilidad de los complejos del limol y cinamaldehído fue

gobernada por la forma de la isolerma de adsorción de agua.

La relación enlre ambos fenómenos fue cuaniificada por la siguiente

ecuación exponencial:

%Liberado = La.e["""] (v2.1 i

Donde:

Lo:%de huésped liberado a conlenido de agua cero

k=consianle de pérdida

m= conlenido de agua (g de agua/lOO g MS).

En Ia Tabla V.2.l se muestran los valores de Lo,las conslanles de pérdida

k, sus correspondientes desviaciones eslóndar (o) y los coeficien‘res de

correlación (R2)para ambos complejos.

Tabla V.2.1. Valores de la consfanfe de velocidad k, el parómelro Lode la ecuación

V.2.l con sus correspondienles desviaciones estandar (07y coeficienfes de correlación

(R2)­

Complejo Loi a lo k i 0' k R2

(g de agua/1 00 g MS)-1

TimoI-B-ciclodexlrina (2 i 0,3)xl 0'3 0,80 i O,l 0,999

Cinamaldehído (8 i 0,3)xl0‘3 0,82 i 0,l 0,957

-B-c¡clodexlrina
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Losvalores de los coeficienles de coneiación (R2)y de la desviación

eslandar (o) indican que la ecuación V2.1 fue adecuada para predecir el %

de huésped liberado del complejo en funcióndel conienido de agua presente

en el mismo. Dicha habilidad también puede corroborarse en la FiguraV.2.l6,

donde puede observase un buen ajuste entre los valores experimentales y los

predichos por la ecuación V.2.i

Los valores de k de ambos complejos fueron na significofivomenle

diferentes, lo que indica que la liberación del limol y clnamoldehído

presenlaronla mismadependencia respecto a la cantidad de agua captada

por la muestra.

aOn

cinamaldehído

%LiberadorAHsIAHo)

.LANN 9‘."9‘."

OI
I

¡D "I "I I ¡’
o í 4 6 a 1o 12

(g de agua/1009 MS)

FiguraV.2.16.Porcentaje de cinamaldehído o timo!liberado de su complejo con fi­

ciclodexfrina en función del porcentaje de agua odsorbido. Los símbolos

representan los valores experimentales y las líneas los predichos por la ecuación
V.2.l.
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Conclusiones generales

Vl. INTEGRACIÓN DE LOS RESULTADOSY CONCLUSIONES GENERALES

El objetivo de esta investigación fue estudiar la aptitud de Ia [3­

ciclodextrina de formar complejos de inclusión con dos compuestos

hidrofóbicos: timoiy cínamaldehido, determinar sus propiedades de sorción de

agua y analizar su estabilidad durante ei almacenamiento en diferentes

condiciones de humedad relativa.

VLA. PROPIEDADES DE SORCIÓN DE AGUA

ot. Las isotermas de adsorción de agua de Ia B-ciclodextrina y de los

complejos mostraron un perfil trifásico: el contenido de agua

aumentó constantemente desde 0,22 hasta una aWde 0,5,seguido

de un “plateau” hasta que la aw llegó a 0,75 y a continuación el

contenido de agua se incrementó rapidamente. Sin embargo Ia

cantidad maxima de agua captada fue diferente: B-ciclodextrina >

complejo timoI-B-ciciodextrina> cinamaldehído- B-ciclodextrina.

ot. Las moléculas de agua dentro de ia [S-ciclodextrinaestan en estado

"activo" y pueden ser desalojados facilmente por compuestos con

tamaño e hídrofobicídad adecuadas para ser incluidos dentro de la

cavidad de la B-ciciodextrina. Estose verificó ya que Ia B-ciciodextrina

forma hidratos con 12,5moléculas de agua, mientras que los complejos

forman hidratos con 8,5 (timol)y 7 (cinamaidehido).
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La ecuación de GABdescribió aceplablemenie las ¡soiermas de sorción

de la B-ciclodexlrina y de los complejos, existiendo un buen ajusle enlre

losvalores experimenlales y predichos por dicha ecuación.

A parlir de dicha ecuación se obluvieron los valores del conlenido de

agua dela monocapa (mm),y losparómeiros ky Cc.

Los valores de mmfueron en el orden: mmde la B-ciclodex’rrína > mmdel

complejo cinamaIdehído-B-ciclodexirina > mm del complejo iimol-B­

clclodexlrina. Esle orden coincide con el número de moléculas de H20

presenies en la eslruciura de sus hidra‘rosrespeclivos.

El valor mm, de la B-ciclodex‘rrina fue 3 y 5 veces mayor en magniiud

que los correspondienles a los complejos de cinamaldehído y limol,

respeclivamenie. Eslosería una evidencia mós de que la formación del

complejo implica el desplazamienio de moléculas de agua de la

cavidad de la B-ciclodex‘rrinapor el compuele incluido.

Los valores de las óreas de adsorción fueron: 542,5, l75,5 y lOl,5 m2/g

para la B-cíclodexlrina, el complejo cinamaldehído-lS-clclodexlrína y el

complejo iimol-B-ciclodexlrinarespeclivamenle.

Los valores de la enlalpía nela de adsorción estimados aplicando la

ecuación V.3 fueron: 34, 5, 5 y 3l kJ/mol para la B-ciclodex’rrina, el

complejo cinamaldehído-B-ciclodex‘rrína y el complejo iimol-p­

ciclodex’rrinarespectivamenle.



Conclusiones generales

VI.B. ESTABILIDAD DE LOS COMPLEJOS DURANTE EL ALMACENAMIENTO:

CINÉTICA DE LIBERACIÓN DEL HUÉSPED

't‘ lo contidod Iiberodo de timol y de cinomoldehído de sus respectivos

complejos de inclusión fue función de lo ow y del tiempo de

olmocenomiento.

Se observó que o uno ow < 0,84, el timol y el cinomoldehído no fueron

Iiberodos de sus respectivos complejos de inclusión, duronte un tiempo

de olmocenomiento de 84 dios.

A O, 84 el complejo de timoI-Bciclodextrino fue mos estoble que ei

complejo cinomoldehído-B ciclodextrino, mientros que o 0,97 se observó

el comportomiento opuesto. Este diferente comportomiento puede ser

otribuido o Io diferencio en lo estructuro quimico que existe entre

ombos compuestos.

oz. Se holló uno ecuoción que predice ei porcentoje de timol o

cinomoidehido Iiberodo, en función del contenido de oguo presente

en el complejo.

VI.C. CONCLUSIONES GENERALES

EI onólisis de Ios resultodos permitió obtener los siguientes conclusiones

generoles:

0:0Se verificó que Io B-ciclodextrino encopsuio eficientemente ol timol y el

cinomoldehído, dondo Iugor o lo formoción de complejos sólidos izi.

0:0Lo contidod de oguo odsorbido en el equilibrio por ombos complejos

fue menor que lo correspondiente o Io B-ciclodextrino.
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Conclusiones generales

ot. La sorción de agua afecla significaiívamen’re la eslabilidad de los

complejos de iimoly cínamaldehído con B-cíclodexlrina.

o? Cualquier cambio eslruclural en los complejos de B-ciclodexlrina

modifica la solubilidad de los mismos, su relación con el agua y su

estabilidad.

01‘Los esludios de estabilidad mos‘rraron que los complejos de limol y

cinamaldehído son eslables a Clwrelativamen‘re alias (0,75) durante

largos Tiemposde almacenamienlo. Eslosugiere que los mismos podrían

ser incorporados a los alimentos como adh‘ivos en reemplazo de los

flavores libres, que son mas lóbiles.
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