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RESUMEN

Estabilidad y propiedades fisicoquimicas de complejos de inclusion de B-

ciclodextrinas y sus derivados.

Un paso muy importante en el desarrollo de ingredientes funcionales activos es el disefio de
formulaciones que permitan la estabilizacion, solubilizacion vy liberacién controlada de
componentes activos en los productos alimenticios, farmacéuticos y cosméticos, a los cuales
son afiadidos. Esto puede ser logrado por la encapsulacion en matrices amorfas de
carbohidratos o polimeros obtenidos por congelacién y deshidratacién (vitrificacién) o mediante
sistemas novedosos de encapsulacién a través de la formacion de nanoparticulas, mediante la
utilizacion de ciclodextrinas, debido a la propiedad de las mismas de formar complejos de
inclusién por un mecanismo totalmente diferente al de encapsulaciéon en una matriz amorfa.

Se analizaran los mecanismos fisico-quimicos involucrados en la efectividad de una ciclodextrina
natural, la B-ciclodextrina, y de dos ciclodextrinas modificadas en la estabilizaciéon de
biomoléculas labiles de distintas caracteristicas. La informacién derivada de este estudio vy,
paralelamente, el conocimiento de las reacciones de deterioro mas frecuentes sufridos por los
compuestos de interés analizados proporcionara distintas estrategias para perfeccionar y
ampliar la efectividad de los agentes protectores. Se analizara ademéas, el efecto de las
variables tradicionales temperatura y contenido acuoso para establecer la incidencia en la
conservabilidad de los productos.

Los resultados de este estudio pueden contribuir al conocimiento de las interacciones
moleculares y factores fisicoquimicos que afectan la conservabilidad de moléculas labiles
incluidas en ciclodextrinas o matrices continuas. Ademas puede ser Util para seleccionar las
condiciones Optimas de almacenamiento, permitir la liberacién controlada o predecir la vida atil
de productos funcionales formulados con compuestos encapsulados en matrices continuas o en
ciclodextrinas.

Palabras claves: ciclodextrinas, complejos de inclusion, biomoléculas labiles, timol,
cinamaldehido, interacciones agua-sélido, estabilidad.



ABSTRACT

Stability and physical chemical properties of inclusion complexes of B-cyclodextrins

and derivatives.

An important step in the development of functional ingredients is the design of formulation
procedures for the stabilization, solubilization and delivery of the active components in food,
cosmetic and pharmaceutical products in which they are added. This can be achieved by the
encapsulation in amorphous matrices of carbohydrates, gums obtained by dehydrate and frozen
processes (vitrification) or by novel encapsulation systems through the formation of
nanoparticles using amphiphilic cyclodextrin molecules (CD), because of their ability to form
inclusion complexes with active compounds by a mechanism totally different to the
encapsulation in a continuous matrix.

The physicochemical mechanism involved in the efficiency of a natural cyclodextrin, the B-
cyclodextrina, and two modified cyclodextrins on the stabilization of the labile biomolecules
encapsulated, have been analyzed. The effect of traditional variables (moisture content and
temperature) has been analyzed to establish the best conditions to protect the labile molecule.

The information obtained from this study and in parallel, the knowledge of deterioration
chemical reactions experimented by the labile biomolecule encapsulated could be helpeful to
increase the performance and the effectiveness of the protection agents.

The efficiency of encapsulation by the continuous matrix or the formation of inclusion
complexes are a function of physical and chemical properties of matrix and cyclodextrins as also
of the nature of the encapsulated compounds. Expected results may contribute to the
knowledge of molecular interactions and physical factors that affect the kinetics of retention of
labile biomolecules encapsulated in amorphous matrices or cyclodextrins. Moreover, results
could be useful to establish the best conditions to protect labile molecules, increase solubility of
lypophilic compounds and for release-control of drugs.

Key words:  cyclodextrins, encapsulation, labile biomolecules, thymol, cinnamaldehyde, water-
solid interactions, stability.
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Metil-B-ciclodextrina

Hidroxipropil-B-ciclodextrina

Cinamaldehido
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Ciclodextrinas

Almidon modificado HiCap 100.

Energia libre de formacién de los complejos

Entalpia libre de formacién de los complejos

Entropia libre de formaciéon de los complejos.

Constantes de equilibrio de los complejos
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Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier.
Difractometria de Rayos X.

Microscopia Electrénica De Barrido.
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Transicion vitrea.
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% de retencién de timol en el equilibrio

constante cinética de retencion



Introduccion

I.1 CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE COMPONENTES DE ACEITES
ESENCIALES COMO INGREDIENTES FUNCIONALES

Los alimentos o ingredientes funcionales son aquellos que proporcionan beneficios
fisiolégicos no-nutricionales que pueden mejorar la salud. Existen varias acepciones
para designar alimentos que reunen dichas propiedades, tales como nutracéuticos,
alimentos de disefio, alicamentos y farmalimentos, de las cuales se emplea mas la
primera. Este concepto ha sido importante para las industrias de alimentos desde
finales de la década de los 90, y responde ademas a demandas de los consumidores
hacia productos naturales y saludables.

Muchos componentes de aceites esenciales cumplen con la definicién de ingredientes
funcionales. Un paso importante para la aplicacion de dichos ingredientes es el disefio
de formulaciones y procesos para lograr su estabilizacién y liberacion adecuada.

En este trabajo se seleccionaron el timol y el cinamaldehido como modelo de
componentes funcionales hidrofébicos para estudiar su encapsulacién en ciclodextrinas
0 en una matriz continua. Ademas de su importante impacto en el aroma de los
alimentos, estos compuestos proporcionan beneficios que se describen en las secciones
.1.2 y 1.1.3. De manera que su relevancia se debe a ambas caracteristicas: su impacto

en las propiedades organolépticas y en la funcionalidad que imparten a los alimentos.
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I1.1.1 FLAVOR Y ACEITES ESENCIALES.

Flavor o flavores se refiere al conjunto de sensaciones gustativas y olfativas que
genera un producto dispuesto en la boca y son uno de los ingredientes de mayor
impacto en la calidad total de una formulacion ya que es uno de los factores que
influyen y pueden determinar la aceptacion del consumidor de un dado producto
alimenticio, farmacéutico o cosmético. Si bien en general son usados en cantidades
minimas, las sustancias aromaticas tienen un costo alto y como en general son muy
sensibles a los agentes externos (humedad, temperatura, luz, etc.) y volatiles es
necesario preservarlos. Esto ha llevado a las industrias alimenticia farmacéutica y
cosmética ha desarrollar diferentes técnicas para lograr dicho objetivo mediante la
utilizacion de la encapsulacion (seccion |.4).

Los aceites esenciales se clasifican como naturales, artificiales y sintéticos, de acuerdo
a la forma en que son obtenidos. Los naturales se obtienen directamente de la planta y
no sufren modificaciones fisicas ni quimicas posteriores y debido a su bajo rendimiento
son muy costosos. Los artificiales se obtienen a través de procesos de enriquecimiento
de la misma esencia en uno 0 varios de sus componentes, en cambio, los aceites
esenciales sintéticos son los producidos por la combinacion de sus componentes los
cuales obtenidos por procesos de sintesis quimica. Estos son mas econdémicos y por lo
tanto son mucho mas utilizados como aromatizantes y saborizantes (esencias de
vainilla, limén, fresa, etc.). Sin embargo existe en la actualidad una tendencia en la
industria alimentaria a remplazar ingredientes sintéticos por compuestos naturales ya

gue son percibidos por los consumidores como més saludables (Teixeira et al., 2004) y
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asi el uso de aceites esenciales naturales se ha incrementado notablemente en los
ultimos afios. Ademas, algunos componentes aislados de aceites esenciales, o sus
derivados, han encontrado aplicacion en productos tales como medicamentos,
repelentes o atrayentes de insectos (Yufera, 2007).

El timol y el cinamaldehido, componentes principales del aceite de esencial de
orégano y del aceite de canela respectivamente, presentan gran interés por sus
potenciales aplicaciones no solo en el campo de los alimentos sino también en las

industrias farmacéutica y cosmética.

1.1.2. TIMOL

El timol, 5-isopropil-5 metil fenol, es uno de los terpenoides fendlicos que caracterizan
a algunas de las familias Lamiaceae, principalmente a los oréganos ( Origanum spp.) y
los tomillos ( Thymus spp.). El timol es un compuesto blanco, aromatico y cristalino que
junto con el carvacrol y p-cimeno constituyen los componentes mayoritarios de los
aceites de tomillo y orégano. Puede obtenerse directamente de dichos aceites, por
destilacion con vapor de agua, debido a que es voléatil, aunque también puede ser
producido sintéticamente por reaccion del m-cresol con el propeno a alta presion y

temperatura (Figura 1.1):
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N Hf/’? i‘m bar

m- cresol propeno timol

Figura I.1. Sintesis quimica del timol

La Figura I.2 muestra la estructura quimica desarrollada y tridimensional del

timol.
CH;
Estructura quimica
a) -~ I del timol
N\ OH
b) Estructura

tridimensional del timol

<

Figura I.2. Estructura del timol: a) quimica y b) tridimensional
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Tabla I.1 Propiedades fisicoquimicas del Timol

Propiedades del Timol

Nombre Quimico 5-isopropil-5 metil
fenol
Formula Quimica CioH140
Masa Molecular 150,22 g/mol
Densidad 0,96 g/cm?
Punto de Fusion 48 —52° C
Punto de Ebullicion 232° C

Solubilidad en Agua 0,08 g/100ml a 25°C

Solubilidad en Alcohol 1,0 g/L a25°C

Es soluble en alcohol, grasas y aceites, pero poco soluble en agua. En la Tabla I.1 se
detallan las propiedades fisicoquimicas del timol.

Ha sido utilizado para preservar sistemas biolégicos, y en el area médica se lo utiliza
como fungicida o antiséptico, ademas de antiespasmédico y antimicrobiano. Por estas
razones, es frecuentemente utilizado por odontélogos para tratar infecciones orales.
(Botelho y col., 2007).

En una investigacion sobre aceites esenciales de una variedad de tomillo en Sardinia,
Italia, Cosentino y col. (1999) determinaron su actividad antimicrobiana frente a un
panel de cepas de referencia y cepas provenientes de alimentos deteriorados, ademas
de bacterias patdgenas. Dicha investigacion determind que entre los componentes

presentes en el aceite esencial del tomillo, el timol fue uno de los més eficientes frente
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a las cepas mencionadas. Entonces se evidenci6 la posibilidad de utilizar los aceites
esenciales del tomillo o de algunos de sus componentes para prevenir el crecimiento de
bacterias provenientes de las materias primas usadas y asi extender la vida util de
alimentos procesados.

Se ha verificado la capacidad del timol de inhibir el crecimiento de acaros varroa en
colonias de abejas (Imdorf y col., 1994). Debido a que los cristales de timol destruyen
las esporas fangicas, se utilizan en la encuadernacion para impedir el atague de mohos
en libros (Kordali y col., 2008).

Ademas de su actividad antimicrobiana, el aceite esencial de tomillo posee
propiedades antioxidantes: reduce la actividad del radical estable DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylnydrazyl) y de los radicales del oxigeno (peréxidos de lipidos, superoxidos, y
radicales hidroxi (Vardar-Unli y col., 2003). Por otro lado, una suplementacién en la
dieta de ratas con aceite de tomillo ayudé a mantener niveles altos de acidos grasos
poliinsaturados en membranas celulares en varios tejidos (Youdim y Deans, 1999).

Finalmente, se ha verificado que posee capacidad antigenotéxica ya que tiene la
capacidad de incrementar la actividad de la enzima destoxificante glutation S-
transferasa (GST) cuando se administra oralmente, lo cual sugiere un potencial anti

carcinogenético (Arcila-Lozano y col., 2004).

I.1.3. CINAMALDEHIDO
El cinamaldehido (3-fenil-2-propenal) es un compuesto organico responsable del sabor

y del olor caracteristico de la canela. Se trata de un liquido amarillo pélido y viscoso que
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se presenta de forma natural en la corteza del arbol de la canela y otras especies del

género Gnnamomum. El aceite esencial de la canela se compone en un 90% de

cinamaldehido.

El cinamaldehido fue aislado del aceite esencial de canela en 1834 por Dumas y
Peligot, siendo sintetizado en laboratorio veinte afios mas tarde por Chiozza. De forma
natural, existe solo en forma de trans-cinamaldehido.

En la Figura 1.3 se muestra la estructura quimica desarrollada y la tridimensional del
cinamaldehido y en la Tabla 1.2 se detallan las propiedades fisicoquimicas del

cinamaldehido.

O
a) Estructura quimica del
X H Cinamaldehido
Estructura tridimensional del
b)

Cinamaldehido

Figura I.3. Estructura del Cinamaldehido: a) quimica b) tridimensional.

Las aplicaciones mas importantes de este compuesto se encuentran en la industria de

aromas para productos alimenticios o0 cosméticos.
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Tabla I.2. Propiedades fisicoquimicas del cinamaldehido

Propiedades del cinamaldehido

Nombre Quimico 3-fenil-2-propenal

Formula Quimica CyHgO
Masa Molecular 132,162 g/mol
Densidad 1,05 g/mL
Punto de Fusion -7,05° C
Punto de Ebullicién 251° C
Solubilidad en Agua 0,14 g/100 mL

El cinamaldehido es un elemento importante en la aromaterapia, y es muy utilizado
por la “aromacologia”, ciencia que se ocupa del estudio de las interrelaciones entre la
psicologia y la tecnologia de las fragancias, tratando de relacionar la influencia de los
aromas en el comportamiento (Wang y Chen, 2005).

El cinamaldehido también es utilizado, aunque en menor grado, como fungicida en la
agricultura. Se ha verificado su efectividad en casi 40 tipos de cultivos, y se aplica
generalmente a las raices de las plantas con tal fin. Los aceites esenciales de la canela
tienen ademas propiedades antimicrobianas que permiten extender la vida atil de los
alimentos. Por ejemplo, en un trabajo de Roller y Seedhar (2002) se utilizé6 al
cinamaldehido para ver su efecto reductor en la flora bacteriana natural de la fruta de
kiwi, observandose su alta efectividad. Ademas, Di Pasqua y col., (2007) mostraron la

actvidad antimicrobiana del cinamaldehido contra E. coli, Salmonellay S. Aureus.
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I.2. ENCAPSULACION DE BIOMOLECULAS.

Con el objetivo de impedir la pérdida de ciertas sustancias bioactivas presentes de los
alimentos, tales como flavores, vitaminas, pigmentos o aceites esenciales, se recurre a
técnicas de encapsulacion. Mediante estas técnicas se evita que dichos componentes
l&biles interactien con otros compuestos presentes en el alimento o que sufran
reacciones de deterioro debido a la accion de agentes externos, tales como luz, oxigeno
o humedad. La encapsulacién es un proceso mediante el cual se introducen en una
matriz o se encierran en una pared (Figura 1.4). Una ventaja adicional es que el
compuesto encapsulado se puede liberar gradualmente y en el momento deseado del
sistema que lo ha englobado o atrapado permitiendo asi la liberacion controlada de
sabores, colores, aromas, drogas, etc. (Popplewell y col.,, 1995). Ademas, la
encapsulacién de ciertos compuestos permite obtener productos alimenticios con
mejores caracteristicas sensoriales y nutricionales (Dziezak, 1988; Jackson y Lee, 1991;

Reineccius, 1991; Popplewell y col., 1995).

Cubierta

Red Polimérica

Ma‘l'.er‘laf Material Activo
Activo
MACROCOBERTURA MICROENCAPSULACION
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Figura I.4. Tipos de encapsulacion de alimentos: macrocobertura y microencapsulacion.
(Adaptado de Madene y col, 2006).

Las microcépsulas también funcionan como barreras contra malos olores o sabores y
ayudan a que los materiales fragiles resistan condiciones de procesamiento y empaque
mejorando el sabor, aroma, estabilidad, valor nutritivo y apariencia de los mismos.
Mediante la encapsulacion de aromas, se reduce su volatilidad o se previenen
reacciones indeseables en el alimento aun cuando se almacenen por un periodo

prolongado.

1.2.1. METODOS GENERALES DE ENCAPSULACION

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

&  Fisicos,

@ Quimicos

@  Fisico-Quimicos.

1.2.1.1. Métodos Fisicos

Los procesos fisicos para la formacion de microcapsulas son aquellos que consisten en
la mezcla mecéanica del componente activo y el componente hospedador para formar
una emulsion y la siguiente evaporacion del solvente. Entre estos métodos se pueden

mencionar:
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Secado por aspersion (spray)
Enfriamiento por aspersion
Congelamiento por aspersion
Aspersion en lecho fluidizado
Extrusion

Cocristalizacion

® ®© & & & o ¢

Secado por congelacién

1.2.1.2. Métodos Quimicos

Los procesos quimicos son menos numerosos en cantidad que los fisicos, pero son
necesarios por su efectividad para la encapsulacion de liquidos e ingredientes en
cantidades minimas. Con estos métodos, es posible encapsular sabores y aromas hasta
una cantidad de 10 pg. Los procesos quimicos de encapsulacion comprenden:

@  Inclusién molecular

@ Polimerizacion Interfacial

1.2.1.3. Métodos Fisico-Quimicos

Los métodos de encapsulacion fisico-quimicos son aquellos que consisten en una
combinacion de los métodos fisicos y quimicos. Son de gran importancia sobre todo
para la industria farmacéutica y cosmética, y éstos comprenden:

@  Separacion organica de fases

@  Coacervacion (separacion acuosa de fases)
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@ Inclusién en liposomas

Al momento de seleccionar un proceso de encapsulacion deben considerarse factores
tales como el tamafio de particula requerido, propiedades fisicoquimicas del agente
encapsulante y la sustancia a encapsular, aplicaciones para el material
microencapsulado, mecanismo de liberacion deseado y el costo (Fereidon y y Xiao-Qing,
H, 1993; Madene y col., 2006; Onwulata, 2011). En la Figura 1.5 se muestra un
esquema del proceso de encapsulacion y liberacion de un ingrediente labil. En el
mismo, se detallan los distintos métodos y factores que afectan las distintas etapas de

cada proceso.
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Material de la pared Ingrediente activo

Peso molecular Conformacion 1 [ Peso molecular Polaridad

Grupos quimicos Estado fisico

Volatilidad relativa Grupos Quimicos

Métodos
Fisico-Quimicos Métodos
Fisicos

Métodos
Quimicos

Secado por Spray

Separacion organica de fases

L. Inclusién molecular
Enfriamiento por Spray

Separacion acuosa de fases
(coacervacion)

Polimerizacion Interfacial

Congelamiento por Spray

Inclusion por Liposomas

Spray en lecho fluidizado

Extrusion
Coocristalizacion

Secado por congelacion

Estructuras: porosa, compacta

Estructuras fisicas: vitrea o

cristalina
Liberacion controlada Condiciones ambientales
Vida atil

Figura I.5 Esquema detallando los distintos métodos de encapsulacion de ingredientes
funcionales. (Adaptado de Madene y col, 2006).
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I.3. MATERIALES PARA ENCAPSULACION.

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

Existe una gran variedad de polimeros naturales o sintéticos que pueden ser utilizados
como matriz de encapsulacion, y su eleccion va a depender del material a encapsular,
de las caracteristicas morfoldgicas y fisicoquimicas deseadas en la microcdpsula final y
del método utilizado. La composicion de la cubierta es entonces el factor principal que
determina las propiedades funcionales de la microcapsula y también la eleccion del
método de encapsulacion mas adecuado para obtener la mejor performance de un
ingrediente particular.

Una matriz ideal para encapsulacién deberia reunir las siguientes propiedades:

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

@ Capacidad de dispersar y emulsificar al compuesto huésped, asi como estabilizar
la emulsion resultante.

@ Ser inerte respecto al material a encapsular, ya sea durante el proceso de
encapsulacion o durante el almacenamiento.

@ Poder de sellar y retener el ingrediente activo dentro de su estructura durante el
procesamiento y almacenamiento.

@ Capacidad de proporcionar la méaxima proteccién del material activo frente a las

condiciones ambientales (luz, calor y humedad).
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@ Solubilidad en solventes permitidos en la industria alimenticia, como agua Yy
etanol.

@ Viabilidad econémica (Fereidon y Xiao-Qing, 1993, Martin del Valle, 2004).

Para poder cumplir con la mayor parte de los requerimientos detallados
precedentemente, el material de encapsulacion suele usarse en combinacion con otros
materiales y/o agentes modificadores como antioxidantes, agentes quelantes vy
surfactantes. Los materiales de encapsulacibn cominmente mas utilizados en la
industria alimenticia son:

@ Gomas: Las gomas y espesantes generalmente no tienen sabor, pero sin embargo

por interaccion pueden producir un efecto en éste 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, goma arabiga.

@ Lipidos: Algunos ejemplos de lipidos utilizados para el proceso de

miroencapsulacion son: ceras, parafina, mono y di glicéridos, aceites, grasas.

@ Proteinas: Se suelen utilizar materiales como gluten, caseina, gelatina,

hemoglobina y péptidos. Debido a su estructura quimica posee propiedades anfifilicas,

habilidad de asociarse entre si y de interactuar con diferentes tipos de sustancias.

Esto le confiere propiedades funcionales excelentes tales como solubilidad, viscosidad,

emulsificacion y de formacion de pelicula (Madene y col., 2006).
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@ Carbohidratos: Son usados extensamente en la encapsulacion de ingredientes
alimenticios usados extensamente en la encapsulacion de ingredientes por medio de
secado spray o liofilizacién, debido a sus propiedades y forman parte del material de
cubierta u hospedador (Reineccius, 1991). Estos materiales son solubles en agua y
dependiendo de la concentracién, poseen una viscosidad entre baja y alta. Entre los
carbohidratos mas utilizados estan: almidon natural y modificado, maltodextrinas,
sacarosa; algunas celulosas como la carboxi-metil celulosa, metil celulosa y
etilcelulosa y las CDs, etc.

Las ciclodextrinas (CDs) debido a sus caracteristicas estructurales y propiedades
fisicoquimicas presentan numerosas ventajas respecto a los demas carbohidratos en
particular para la encapsulacion de compuestos liposolubles como los flavores y
aceites esenciales. Por lo tanto, su estudio merece una atencion particular que sera

desarrollada en la seccion |.4.1.

.4. ENCAPSULACION DE FLAVORES

El flavor juega un papel importante en la satisfaccion del consumidor y afecta las

propiedades organolépticas del producto final como ya se ha sefialado en seccion I.1.

Sin embargo, el uso directo de las mismas ocasiona una serie de inconvenientes:

Las materias primas no tienen una composicion constante. El contenido de flavor o

aroma depende del tiempo de cosecha, procesamiento, tamafo y tipo de producto.

Los productos naturales pueden presentar contaminacion microbiolégica y en

ocasiones, parasitos.
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e El contenido del aroma se reduce durante el almacenamiento y puede involucrar una
alteracion indeseable de ciertos componentes, causando modificaciones en el sabor
final.

e Su tiempo de vida util es limitado.

Para evitar estos inconvenientes, durante mas de un siglo se han utilizado
concentrados, aceites esenciales y flavores obtenidos principalmente por destilacién con
vapor.

Sin embargo, a pesar de ello aun se presentan dificultades debido a la baja solubilidad
gue presentan los flavores y aceites esenciales debido a que la gran mayoria de esos
son liposolubles, por lo cual se necesita la presencia de vehiculos de liberacién capaces
de aumentar su solubilidad en medio acuoso y consecuentemente mejoren su
biodisponibilidad tales como los liposomas o CDs.

La encapsulacion de componentes de aceites esenciales se puede dividir en dos
grandes grupos de acuerdo a la funcidon principal elegida: 1) la proteccién del
componente durante el almacenamiento (microencapsulacion) y 2) la liberacion
controlada de éste durante el procesamiento del alimento, en la matriz alimentaria y
durante el consumo del producto (macrocapsula) (ver Figura 1.4). En la Tablas 1.3 se
presentan diferentes métodos de encapsulacion de aromas y los tamafos de particulas
gue se pueden obtener mientras que en la Tabla .4 se muestran las aplicaciones de
distintos métodos de encapsulacion de aromas mas utilizados en la industria

alimentaria. Los dos procesos industriales que mas se usan son: el secado spray Yy la
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extrusion seguidos de las técnicas de inclusibn molecular, coacervacién y adsorcion

(Beristain y col., 1996; Goubet y col., 1998).

Métodos de encapsulacion de aromas Tamaiio particula
(nm)
Coacervacion simple 20-200
Quimicos Coacervacion compleja 5-200
Inclusién molecular 5-50
Tabla Secado Spray 1-50 I.3.
Fisicos Extrusion 200-2000
Lecho fluidizado > 100

Tamafos de particula obtenidos por algunos métodos de encapsulaciéon de aromas.
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Tabla I.4. Métodos de encapsulacién de aromas y su aplicacién a diferentes productos.

Métodos

Productos
obtenidos

Area de aplicacion

Coacervacion

Inclusion molecular

Secado spray

Extrusion
Lecho fluidizado

Liofilizacion

Pasta/polvo/capsula

Polvo
Polvo

Polvo/granulado
Polvo/granulado

Paolvo

Goma de mascar, alimentos horneados

Bebidas instantaneas, snacks

Productos de confiteria, leche en polvo, postres
instantaneos, aromas, bebidas instantaneas

Bebidas instantaneas
Productos de confiteria

Sopas instantaneas, café, postres, etc.

I.4.1.CICLODEXTRINAS

Los principales productos de la fotosintesis son dos polimeros de la glucosa: la
celulosa y el almidén. Estos representan una parte importante de las fuentes de energia
renovable de la Tierra, sin embargo, mientras la celulosa es un componente celular
resistente y formador de estructuras, el almidon es un depodsito de energia movil y
convertible. Cuando el almidén se hidroliza parcialmente, se producen dextrinas, que
bajo la accion de la enzima ciclomaltodextrin-glucano-transferasa (CGT), se producen

dextrinas ciclicas (Figura 1.6)
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CGTase

Figura I.6. Representacion grafica de la formacion de CDs a partir del almidén adaptada de
Bonnet, 2001.

Las ciclodextrinas son entonces, oligosacéridos ciclicos obtenidos industrialmente por
degradacién enzimética del almidon (particularmente de su forma lineal, la amilasa),

catalizada por la enzima ciclomaltodextrin glucano transferasa.

I.4.1.1. Breve Historia

Las ciclodextrinas (CDs) fueron aisladas por primera vez por A. Villiers en 1891. A
partir de la digestion de almidén por parte del Bacilus amilobacter, Villiers noto la
obtencion de una pequeiia cantidad de material cristalino, ademas de dextrinas
reductoras. Asi, él puso en evidencia a dos productos (probablemente la B y la a-

ciclodextrina), que tenian propiedades fisico-quimicas similares a la celulosa, y los llamé
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“celulosina” (Martin del Valle, 2004). Ya en 1903, las CDs fueron caracterizadas por F.
Schardinger como oligosacaridos ciclicos, por lo que en las primeras publicaciones de
CDs, éstas fueron denominadas “dextrinas de Schardinger”. En 1938, estudios
presentados por K. Freudenberg mostraron que las CDs estan construidas a partir de
unidades de D-glucosa unidas entre ellas por enlaces glucosidicos a (1> 4) (Bonnet,
2001). La estructura quimica de las CDs fue también discutida en detalle por Bender y
Komiyama (1978) y Saenger y col. (1998). Ademéas se descubrié que las CDs eran
capaces de formar complejos de inclusion, cuando empezé a utilizarse la cristalografia
de Rayos X para la determinacion de estructuras (Martin del Valle, 2004). A partir de
ese momento, el estudio de las CDs tom6 un impulso considerable, ya que se
empezaron a fabricar industrialmente, se sintetizaron CDs modificadas y ademas se
obtuvieron diferentes complejos de inclusion (Bonnet, 2001; Cabral-Marques, 2010).
Recientemente, Dodziuk (2006) edité un libro que ofrece un amplio panorama de los
Gltimos avances obtenidos sobre la estructura, propiedades fisicoquimicas, métodos

analiticos de anélisis y aplicaciones de las CDs y sus complejos.

1.4.1.2. Estructura y propiedades de las ciclodextrinas.

A las CDs naturales se les asigna un prefijo (una letra griega) que indica el nUmero
de residuos de glucosa en el anillo. Los tres tipos de CDs naturales mas comunes, o, 3-,
y v- (con 6, 7 y 8 residuos de glucosa, respectivamente) tienen una estructura similar
(como la longitud de sus uniones y su orientacion) pero difieren en el tamafio del anillo
(Figuras 1.7 y 1.8) y en sus propiedades fisicoquimicas (Tabla 1.5). Estas formas

naturales de las CDs son cristalinas, no higroscépicas y homogéneas.
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Tabla I.5 Propiedades Fisicas y Quimicas de las CDs naturales: a-ciclodextrina, B-ciclodextrina
Y Y-ciclodextrina (adaptado de Connors, 1997).

a-CD f-CD y=CD
Unidades de glucosa 6 7 8
Diametro interno (nm) 0.47-0.53 0.60-0.65 0.75-0.83
Profundidad de cavidad (nm) 0.79 0.79 0.79
pK, valor 12.3 12.2 12.1
Solubilidad en agua * 145 18.5 232
PM (DA) 972 1135 1297
Volumen de cavidad (aprox)** 174 262 427
Agua cristalina (%,w/w) 10.2 13.2-4.5 8.13-17.7
Interaccién hidrofobica CD- cavidad CD- cavidad CD-cavidad
Puente de Hidrogeno glucoza-0OH glucosa -OH glucosa-OH
AH" (solution), kcal/mol 7.67 8.31 1.73
A S° (solution), cal/(mol K) 13.8 11.7 14.7

* (mg mml™', 25°C); ** (10° pm*).
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Figura I.7. Estructura y dimensiones de a, B y Y ciclodextrinas (plana)
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Figura I.8. Estructura y dimensiones de a, B y y ciclodextrinas (tridimensional)

Figura 1.9. Estructura tridimensional de la ciclodextrina, mostrando su forma de cono truncado
(adaptado de Szente y Szejtli, 2004).
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Presentan la forma espacial de un cono truncado (Figura 1.9). Los grupos oxhidrilo
secundarios del carbono 2 y 3 estan ubicados en la parte mas ancha. El grupo
oxhidroxilo primario del carbono 6 esta ubicado en la zona més angosta del cono y
orientado hacia afuera, excepto si la formacion del complejo implica la formacién de
puentes de hidrégeno.

Los atomos de hidrégeno y oxigeno glicosidico estan orientados hacia el interior de la
molécula circular, formando una cavidad con una alta densidad electrénica y de
naturaleza hidrofébica. En cambio, los grupos oxhidrilo polares de los mondémeros de
glucosa estan orientados hacia el exterior de la molécula de ciclodextrina y
consecuentemente la faz externa de las CDs es hidrofilica. Esta distribucién de los
grupos polares es la que determina la solubilidad en agua de las mismas y sus

complejos (Figura 1.10)

LT R ——

Figura I.10. Estructura tridimensional de la ciclodextrina, mostrando su la distribuciéon de los
grupos hidroxilos y glicosidicos (Cabral-Marques, 2010)
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Debido a estas caracteristicas, las CDs pueden ser disueltas en agua y ademas
pueden encapsular diferentes tipos de compuestos hidrofébicos en su cavidad,
especialmente compuestos aroméaticos, formando asi complejos de inclusion. Entonces
la molécula huésped puede ingresar en un medio hidrofilico sin cambiar su solubilidad,
ya que es la ciclodextrina la que se disuelve en agua mientras que la molécula huésped
esta en el interior hidrofébico de la ciclodextrina, sin tener contacto con el agua (Ponce-
Cevallos y col., 2010. Cabral-Marques, 2010, Mazzobre y col, 2009, Szente y Szeijtli,
2004). En sintesis las CDs son anfifilicas, y tienen por ende, dos zonas con propiedades
diferentes:

@ una parte interior hidrofébica.
@ una exterior, hidrofilica.

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

Las fuerzas de unién o asociaciones involucradas en la formacién de los complejos son
uniones debiles, tales como fuerzas de Van der Waals, dipolo-dipolo, o puentes de
hidrégeno. Sin embargo, estas asociaciones son lo suficientemente fuertes para permitir
el aislamiento del complejo aun en un ambiente seco (ver seccion 1.4.2).

Debido a que la mayoria de los flavores son lipofilicos, se utilizan tanto grasas como
aceites para solubizarlos y dispersarlos en los productos alimenticios. La formacion del
complejo con CD permite su solubilizacion directa y una dispersién uniforme en agua.

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

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

Si bien los complejos en solucidn no presentan una proteccion a la volatilizacién tan
completa como en el caso de los complejos secos de ciclodextrina, si se compara con el
huésped sin encapsular, el grado de volatilizacion se reduce notablemente (Hedges y
Mc Bride, 1999). Esta reduccion es funcion de la naturaleza del huésped y del equilibrio
logrado (Ver seccion 1.4.2).

La estabilidad térmica de la estructura de la ciclodextrina permite también que pueda
ser utilizada durante ciertos procesos de productos alimenticios, como la extrusién y el
horneado (Reineccius y col., 2004). Sin embargo, la combinacion de altas temperaturas

y humedad puede llevar a la liberacion parcial del ingrediente de inclusion, aunque al
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enfriarse pueda formarse de nuevo el complejo, una parte se habra perdido durante el
proceso. Quimicamente, las CDs son compuestos estables (su temperatura de
descomposicion es de 280° C). Al no tener un grupo reductor final, no existe la
posibilidad de que puedan producirse reacciones de azUcares reductores, a menos que
ocurra una hidrolisis de la ciclodextrina. Ciertos acidos fuertes tal como &cido clorhidrico
o sulfurico, pueden hidrolizar la CD en un cierto porcentaje. En cambio, los acidos
débiles como el &acido acético no pueden hidrolizar la CD. Es importante también
destacar que a los valores de pH que normalmente se encuentran en los alimentos, las
CDs no pueden hidrolizarse. En sintesis podemos decir que las CDs:
1) Son productos “semi naturales” producidos a partir del almidén, material natural
renovable, por una conversion enzimética simple.
2) Son producidos en cantidades de miles de toneladas por afio a través de
tecnologias no dafinas al medio ambiente.
3) A pesar de que en un inicio salieron a la venta a un alto precio, éste ha bajado al
punto de ser aceptable para la mayoria de procesos industriales.
4) Debido a su capacidad para formar complejos de inclusién, se pueden cambiar
drasticamente las propiedades de la molécula huésped (Polyakov y col., 2004a).
5) Se pueden eliminar posibles efectos toxicos del huésped si se escoge
correctamente el tipo de ciclodextrina y su proceso de encapsulacion.
6) Debido a que puede eliminar posibles efectos toxicos del huésped, las CDs
pueden ser consumidas por el ser humano como ingredientes en alimentos,

drogas o cosméticos (Szejtli, 1998).
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I1.4.1.3. DERIVADOS DE CICLODEXTRINAS.

Cada una de las unidades de glucopiranosa que forman la CD tiene 3 grupos
hidroxilos libres. La reactividad relativa de los hidroxilos en los carbonos secundarios 2 y
3 y el primario en el carbono 6 depende de las condiciones de reacciéon (pH,
temperatura, reactivos). En la B-ciclodextrina 21 hidroxilos pueden ser modificados por
substitucion de los atomos de H 6 OH por una gran variedad de grupos quimicos tales
como alquil, hidroxialkil, carboxialquil, amino, thiol, glucosil, maltosil, etc. Asi, una gran
cantidad de derivados pueden ser obtenidos por reaccion quimica o enzimatica. El
objetivo de tal derivacion puede ser:

@ Aumentar la solubilidad de la CD y sus complejos en agua.

@ Mejorar la ubicaciéon del huésped en la cavidad de la ciclodextrina y/o
incrementar la asociacion entre ambos y asi incrementar la estabilidad, reducir la
reactividad y movilidad del compuesto encapsulado.

@ Agregar grupos especificos (cataliticos) al sitio activo de una enzima.

@ Para formar estructuras insolubles, que contienen CDs inmovilizadas con

propoésitos cromatograficos.

Existe una infinita cantidad de publicaciones cientificas en las cuales se describe la
sintesis de gran un numero y variedad de derivados de CDs y patentes al respecto. Sin
embargo solo algunos pueden ser considerados para su produccién a escala industrial y
potencial aplicacion. Reacciones complicados con multiples etapas, usando reactivos

toxicos, caros, contaminantes y que requieren purificacibn por métodos
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cromatograficos, son sélo posibles para la produccion de derivados a escala laboratorio.
Para su produccién por toneladas y a precios razonables solo una docena de derivados
deben ser considerados (Martin del Valle, 2004; Szejtli, 1998; Uekama y Otagiri, 1987;
Yoshida y col., 1988).

Entre los derivados de la [-ciclodextrina (producidos en forma industrial
estandarizada) los mas importantes son las heterogéneas, amorfas y altamente
solubles: 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina y la metil-B-ciclodextrina, que corresponden a
las evaluadas en esta tesis (Figura 1.11). Estos derivados, dependiendo de la
modificacién realizada producen cambios en la solubilidad de CDs original y pueden
modificar su volumen e hidrofobicidad y estabilizar a la molécula huésped, pudiendo
provocar cambios en las propiedades fisicas, biolégicas y quimicas de dichas moléculas.
Asi por ejemplo, una metil-B-ciclodextrina es mas hidrofébica que la B-ciclodextrina y
forma complejos mas estables pero solubles en agua, que los obtenidos con la [B-
ciclodextrina.

Aparte de estos derivados neutros es posible también obtener derivados iénicos como
la carboximetil-B-ciclodextrina y la sulfobutiléter-B-ciclodextrina.

En la Figura 1.12 se muestra un esquema de los derivados principales que es posible

obtener a partir de la B-ciclodexrina (BCD).
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Figura I.11. Estructura de la Metil- B-ciclodextrina y de la Hidroxipropil-B-ciclodextrina

1.4.2. FORMACION DE COMPLEJOS DE INCLUSION HUESPED: CICLODEXTRINA.
GENERALIDADES

Lindner y Saenger (1978, 1982) notaron que la BCD forma un cristal con 12 moléculas
de agua, en el cual la mitad de las moléculas de agua estan ubicadas en sitios
especificos dentro de la cavidad, y el resto esta distribuido en la superficie externa y en
los intersticios de las CDs. Las moléculas de agua en la cavidad estdn en un estado
activado y pueden ser facilmente remplazadas por ligandos capaces de formar
complejos de inclusion con las ciclodextrina. Estas investigaciones son consistentes con
otros trabajos que predijeron interacciones hidrofébicas en la cavidad interna y
hidrofilicas en la externa (Winkler y col., 2000, Koehler y col., 1988). El complejo de
inclusién es la Unica estructura quimica en que una molécula (el huésped) es incluida
dentro de otro total o parcialmente. Para que esto ocurra la molécula debe tener la

forma y tamafio adecuado para ubicarse dentro de la cavidad.
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CGTasa

CDs Parentales

HP-B-CDs: hidroxipropil-§-CDs
HPE-B-CDs- hidroxietil-5-CDs
DIME-B-CDs: (2 6-dimetil)- B-CDs
TIME-B-CDs: (2, 3, 6-trimetil)- f-CDs

enzimatica

Modificacion quimica o

CDs Modificadas

Figura I.12 Tipos de CDs modificadas (Adaptado de Hernandez-Sanchez, Pilar, 2011).

La polaridad de ambos, las CDs y el huésped son los factores fundamentales que

determinan si la inclusion ocurre o no y en que forma, sin embargo los requerimientos

espaciales mencionados anteriormente también son importantes. En efecto, dichos

requerimientos pueden determinar si el compuesto es incluido total (Figura 1.13 b) o

parcialmente (Figura .13 a).
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Complejo

Doxo Rubican/B-ciclodextrina

Complejo

Aspirina/B-ciclodextrina

Figura I.13. Ejemplos de complejos de inclusidn con PB-ciclodextrina: a) complejo Doxo
Rubican-B-ciclodextrina y b) complejo Aspirina-B-ciclodextrina (Adaptado de Loftsson y Masson,

2004).

1.4.2.1. MECANISMO DE ENCAPSULACION

La formacion del complejo de inclusién comprende varias etapas como es ilustrado en
la Figura 1.14.

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

polares que el agua.
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Durante la formacién de complejos de inclusion, la fuerza impulsora es el
desplazamiento de las moléculas de agua situadas en la cavidad de las CDs en
posiciones energéticamente desfavorables (polar-apolar), por parte del sustrato. Esto va
a provocar un aumento de la entropia del sistema que favorece el proceso de formacion
del complejo de inclusion (Figura 1.14).

El caso més frecuente y simple en la formacion de los complejos es aquel con una
estequiometria ciclodextrina-huésped de 1:1 (Figura |.15a). Sin embargo, también se
dan estequiometrias 1:2, 2:1, 2:2, e incluso otras asociaciones mas complicadas (ver
Figura 1.15b). Los complejos de inclusion formados pueden ser aislados como

sustancias cristalinas estables.

Figura I.14. Representacion de la formacion de un complejo de inclusién: 1 Desplazamiento
de las moléculas de agua de la cavidad de la CD, 2. Formacién de puentes de hidrogeno a
medida que las moléculas de agua desplazadas pasan al seno de la solucion, 3. Disminucién de
las fuerzas hidrofébicas repulsivas entre el huésped y el medio acuoso, 4. Incremento de las
interacciones hidrofébicas amedida que el huésped ingresa en la cavidad de la CD (Adaptado
del sitio web ISP, 2009).
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Huésped CD Complejo-huésped-CD

Figura I.15a. Compuesto activo formando un complejo de inclusiéon con una ciclodextrina en
una relacion molar de 1:1 (adaptada de Tesis Pilar Hernandez Sanchez, 2011).

Figura I.15 b. Acido linoleico formando un complejo de inclusion con a-ciclodextrina en una
relacion molar de 1:4 (Figura tomada de Regiert, 2007).

Las principales consecuencias de la interaccién entre un huésped poco soluble y una

ciclodextrina en solucidn acuosa son:
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@ La reactividad de la molécula huésped va a disminuir considerablemente, es
decir, que es estabilizada. Sin embargo, en algunas ocasiones, las CDs se comportan
como una enzima artificial, acelerando ciertas reacciones.
@ La difusion y volatilidad de la molécula incluida en la cavidad son fuertemente
reducidas.
@ La molécula huésped, inicialmente hidrofébica, empieza a comportarse como
hidrofilica una vez que se encuentra en el complejo.

En estado soélido, en cambio, las consecuencias son:
@ La sustancia encapsulada estd molecularmente dispersa en una matriz de
carbohidrato, formando un polvo microcristalino o amorfo, ain con moléculas
huéspedes en estado gaseoso.
@ El huésped permanece protegido contra todo tipo de reacciones, salvo aquellas
relacionadas con los grupos hidroxilo de la ciclodextrina.
@ La sublimacion y la volatilidad de la molécula huésped son reducidas
notablemente.

@ El complejo es hidrofilico, rapidamente soluble y de facil mojabilidad.

Las interacciones hidrofdbicas sustrato-receptor pueden contribuir en la formacién de
los compuestos de inclusién. En el caso que el sustrato posea grupos polares capaces
de formar puentes de hidrégeno con los grupos hidroxilo de la ciclodextrina, las

interacciones seran mas fuertes y consecuentemente, la estructura del complejo

formado mas estable.

45



El mecanismo de “atrapamiento” o encapsulacion en ciclodextrinas es diferente que el
gue ocurre con otros materiales comunmente utilizados para encapsular como almidon,
azlcares, proteinas y gomas (Hedges y Mc Bride, 1999; Astray y col., 2009). La
encapsulacion en estos materiales, al formarse una matriz continua, es estable mientras
qgue la matriz se mantenga en estado amorfo (ver seccion 1.8.3). En cambio, cuando el
complejo de CD se humedece, se va a establecer un equilibrio entre el complejo, el
huésped no encapsulado y la CD, manteniéndose intacta la molécula del complejo (ver
Figura 1.14).

La cantidad de huésped liberado dependera de las propiedades fisicoquimicas del
ingrediente encapsulado y de la ciclodextrina, pues cada par huésped:ciclodextrina
tiene su propia constante de asociacion-disociacion (seccién 1.4.2.2) y también de la
cantidad de agua disponible para disolver el complejo. Una mayor cantidad de agua
favorecera la liberacién de mayores cantidades del huésped encapsulado. Sin embargo,
cuando se remueva el agua, el complejo volvera a reconstituirse. Es decir el proceso es
reversible.

En la encapsulacion en una matriz continua, las asociaciones que mantienen unida a
la misma se rompen al humedecerla, causando la liberacion del huésped. Sin embargo,
la matriz no puede reconstituirse al retirar el agua (como ocurre en la encapsulacion
molecular) haciendo que el ingrediente no se encuentre mas encapsulado y por lo tanto
sin proteccién alguna. Entonces, la existencia del equilibrio entre la ciclodextrina y el

huésped y el complejo, permite la reconstruccién de este ultimo y por lo tanto se puede
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emplear en aquellos procesos donde intervienen calor y humedad y que llevan a la

ruptura de otras matrices poliméricas.

1.4.2.2. Evaluacion del proceso de inclusion: constantes de estabilidad y
relacion molar huésped:ciclodextrina.
Al disolver estos complejos en agua un equilibrio dindmico se establece entre el

huésped (G), la ciclodextrina (CD) y el complejo que se expresa por la siguiente

ecuacion:
ke
nCD + mG S CD, -G, (1-1)
ko

n= numero de moles of CD

m= numero de moles del huésped

A partir de este equilibrio la constante de formacion (kg) y disociacion (kp) pueden ser
obtenidas. Los valores de dichas constantes son funcién de la estructura quimica, forma
y tamafo del huésped y la CDs, asi como de las propiedades fisicoquimicas del medio.
Las constantes de estabilidad de los complejos (Ke) es uno de los mas importantes
parametros del proceso de encapsulacién ya que estd asociada a la estabilidad de los

mismos y pueden ser definidas como:

Ke =1 (1.2)
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En solucion, los parametros fundamentales del proceso de inclusion (K,
estequiométrica y parametros termodinamicos) pueden ser obtenidos y el equilibrio de
la reaccion 1.1 puede ser controlado, desplazdndola en la direccion deseada por
modificacién de las condiciones del medio (pH, concentracién de reactivos, polaridad
del solvente y/o adicion de moléculas competitivas) o eligiendo el tipo o derivado de
ciclodextrina mas adecuado (Cabral-Marques, 2010).

Higuchi y Connors (1965) establecié una clasificacién de los complejos de acuerdo al
perfil que presentaban en el diagrama de solubilidad de fases (Figura 1.16).

Para obtener dicho diagrama, a una solucion con una concentracion del huésped en
exceso respecto a la solubilidad, se le agregan concentraciones crecientes de la CD. Se
espera que el sistema llegue al equilibrio y se determinan las concentraciones del
complejo, la CD o el huésped evaluando una propiedad fisica o quimica adecuada.
Diferentes métodos pueden utilizarse para alcanzar este objetivo: espectroscopia,
absortividad molar, titulacion potenciométrica, corrimientos de NMR, tiempos de
retencion en HPLC, pK, (Chadha y col., 2004). El tipo A indica la formaciéon de
complejos solubles y los tipos B sugiere la formacion de complejos poco solubles, Bs de
solubilidad limitada y B; la formacion de complejos insolubles. Los complejos tipo A
estan subdivididos en categorias, A, lineal (la concentracion del huésped se incrementa
con la concentracion de la CD), Ap que presentan una desviacion positiva de la

linealidad y Ay que presentan una desviacion negativa de la linealidad.
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Concentracion de huésped

Concentracion de ciclodextrina

Figure 1.16. Curvas de solubilidad de fases y clasificacion de complejos segun Higuchi y
Connors (1965).

En el caso particular de los complejos CD-huésped 1:1 la constante de equilibrio (Ke)
resulta:

_ [complejo]
Ket:1 = [CD][Huésped] (-3)

Ademas para este tipo de complejos la constante de equilibrio (K¢) puede obtenerse a
partir del diagrama de solubilidad de fases ((Figura 1.16, tipo A)) por medio de la

siguiente ecuacion:

B Pendiente
€ s,(1 - pendiente)

(1.4)
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Donde S, es la ordenada al origen y representa la solubilidad del huésped en agua
pura (en ausencia de CD en el medio) y pendiente es la pendiente de la parte lineal de
la curva en el diagrama de solubilidad de fases.

La constante de equilibrio (K¢) puede determinarse por otros métodos, ademés del
estudio de solubilidad de fases mencionado anteriormente. En efecto la misma puede
evaluarse por conductometria, potenciometria, polarografia, dicroismo circular, NMR,
UV-visible espectroscopia, HPLC (Cabral-Marques, 1994), HPLC (Lederer y Leipzig-
Pagani, 1996).

El estudio de solubilidad de fases también permite determinar los parametros
termodinamicos involucrados en la formacién del complejo: energia libre (AG), entalpia

(AH") y entropia (AS") de formacion determinando la K. a diferentes temperaturas.

1.4.2.3. Relacion entre las constantes de equilibrio (ke), las propiedades del
complejo y su estabilidad.

La magnitud del valor de K. de los complejos es de gran importancia ya que
determina sus posibilidades de aplicaciones préacticas. En general, los valores
comprendidos entre 100 y 5000 M, parecen ser los mas adecuados. Complejos muy
l&biles resultan en una liberacion prematura del huésped (debido a una interacciéon débil
0 un incremento bajo de la solubilidad). Por otra parte, complejos muy estables (alta
Ke) produce una liberacion retardada o incompleta del huésped y entonces la absorcion
del huésped es impedida o dificultada. Asi, usando este concepto de liberacion

modificada, se puede alcanzar la liberacién de farmacos (Cabral-Marques, 1994) y
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flavores (Numanoglu y col., 2007). En efecto, esos valores pequefios de K. mejoran
notablemente las propiedades fisicoquimicas, bio-farmacéuticas, y farmaco-técnicas de
una droga y/o otras moléculas respecto al de estado libre.

En general, para los complejos formados en solucion, la relacion molar huésped-
ciclodextrina es 1:1 salvo para los huéspedes con cadenas largas o moléculas
bifuncionales (huésped con dos anillos arométicos en extremos opuestos de una
pequefia molécula). En el caso particular de los flavores, como la mayoria de ellos son
mono Yy sesquiterpenoides o derivados del fenilpropano, con un peso molecular de 120
a 160, la estequiometria habitual es 1:1 (Szente y Szejtli, 2004). Sin embargo en la
bibliografia existen otras relaciones huésped:CD tales como alilisocianato:BCD (1:2) (Li
y col., 2007) y (-)-a-bisabolol:BCD (Waleczek y col., 2003).

Las sustancias naturales responsables del aroma consisten en varios componentes.
Entonces, es importante que todos esos componentes puedan ser incluidos en la CD.
Asi, en una mezcla de potenciales sustancias a ser incluidas en una ciclodextrina el que
primero va a ser incluido es el mas hidrofobico. En la Tabla 1.7 se muestra una gran
variedad de flavores encapsulados en B-ciclodextina (Astray y col., 2009).

La formacién y estabilidad de los complejos de inclusién, con estequiometria superior
a 1.1 va a depender de varios factores: compatibilidad geométrica (tamafio y forma
geométrica del sustrato con respecto a la CD), polaridad del sustrato, propiedades

fisicoquimicas del solvente (polaridad, pH, fuerza ionica, viscosidad, etc).
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Tabla I.7. Cantidad de diferentes flavores encapsulados en B-ciclodextina

Flavor Cantidad incluido en
el complejo (%)

Aceite de anis 9
Benzaldehido 8,70
Carvacrol 10,5
Aceite de canela 8,76
Aceite de limén 8,75
Aceite naranja 9,20
Aceite de menta 9,70
Aceite de timol 9,60
Vainillina 6,20

I.5. METODOS DE OBTENCION DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSION.
CONSIDERACIONES GENERALES.

Los complejos se pueden obtener por diferentes métodos. La eleccion del mas
adecuado es muy importante, pues esto puede determinar la efectividad del proceso de
inclusién molecular (Challa y col., 2005; Cabral-Marques, 1994) y es funcién de las

siguientes variables:
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@ Las propiedades fisicoquimicas del material activo y la naturaleza de la
ciclodextrina utilizada (tipo y naturaleza de los sustituyentes, en el caso de los
derivados).

@ La cinética de equilibrio del complejo.

@ Los ingredientes adicionales utilizados en la formulacion y el proceso de

obtencioén.

En efecto la adicion de pequefias cantidades de polimeros solubles en agua puede
incrementar la capacidad de la ciclodextrina de solubilizar un huésped, por aumento de
Ke (Loftsson y Masson, 2004). Por otra parte, otros aditivos pueden competir por la
cavidad de la ciclodextrina y asi disminuir K, por ejemplo sustancias con efectos
hidrotrépicos positivos o negativos (Challa y col., 2005).

En sintesis no existe un Unico método o proceso para obtener los complejos. Para
cada compuesto a encapsular se debe desarrollar un proceso. Sin embargo, a escala
de laboratorio, el método mas frecuentemente utilizado es coprecipitacion seguido de
liofilizacion.

En general el proceso de obtencion de los complejos consiste en la agitacion o
mezclado de la solucion acuosa de la ciclodextrina con el huésped puro o en solucion
(fria, caliente, acida o basica). Una vez alcanzada el equilibrio el agua es eliminada por
secado spray, liofilizacion u otro método conveniente. En base a esto podemos
considerar que el proceso de obtencion de los complejos solidos comprende dos etapas:
a) preparacion de los complejos y b) secado de los complejos preparados por alguno de

los métodos que se describirdn en la siguiente seccion.
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1.5.1. Métodos de preparacion de los complejos de inclusion
Los métodos mas utilizados para la preparacién de los complejos de inclusién son:
1) Coprecipitacion
2) De mezcla espesa (s/urry)
3) De pasta (kneading)
4) Métodos de mezclado en seco.
5) Liofilizacion
6) Secado spray

Los tres primeros métodos son similares; la diferencia esta en la cantidad de agua
utilizada para su preparacion.

Como ya se ha mencionado, el agua es importante para la formacion de los complejos
(ver seccion 1.4.2). Ademas de ser la fuerza impulsora para la interaccién hidrofébica
del compuesto a incluir en la cavidad de la ciclodextrina, el agua es el medio de
disolucion tanto de la ciclodextrina como del compuesto huésped.

En algunos casos, el agua también es necesaria para mantener la integridad del
complejo. Est4 presente en los cristales del complejo y ademas puede formar puentes
de hidrégeno entre los grupos hidroxilo de las moléculas de CDs adyacentes, para
formar una jaula que ayuda a “atrapar” el compuesto huésped en el complejo.

1) Método de Coprecipitacion

A una solucién de ciclodextrina en agua se le aflade el compuesto a encapsular, con

agitacion continua. Se eligen las condiciones necesarias de temperatura y concentracion

para que el complejo precipite y pueda ser recuperado por filtracién o centrifugacion.

54



Teniendo en cuenta que la BCD es la menos soluble de las CDs, antes de afiadir el
ingrediente a encapsular, la solucién de ciclodextrina, se calienta hasta 60° C para
disolver la BCD. Se deja enfriar la solucidbn con agitacion mientras se agrega el
compuesto. A continuacion, la solucién obtenida se deja en reposo. Como el complejo
es menos soluble que la ciclodextrina, precipita y luego se separa por filtracion
(Duchéne y Wouessidjewe, 1990; Hirayama y Uekama, 1987; Tokumura y col., 1984)

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

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

2) Método de mezcla espesa o s/urry

En este método la CD es suspendida en agua hasta una concentracion de 40 a 45%
w/w. Como el huésped puede tener un efecto sobre la viscosidad de la mezcla, las
concentraciones deben ser ajustadas para permitir la mezcla de las CDs con el
compuesto. Ademas, como las CDs necesitan disolverse por completo para formar los
complejos, a medida que va formandose el complejo y precipita, mayor cantidad de

ciclodextrina se disuelve para formar mas complejo.
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El tiempo necesario para la encapsulacion va a depender del tipo de compuesto
utilizado y de cuan vigorosa sea la agitacién. El complejo generalmente se separa por
filtracion y luego se seca si es necesario.

3) Método de Pasta o kneading

Este método utiliza una minima cantidad de agua, 20 a 30% w/w. Tanto la
ciclodextrina, como el agua y el huésped a encapsular son afiadidos a una mezcladora.

Debido a la alta viscosidad de la mezcla, no puede ser realizado en el laboratorio. El
tiempo de mezclado va a variar segun el compuesto a encapsular, cantidad de agua y
maghnitud de la agitacion. El instrumento de mezclado con mayor fuerza de cizalla
generalmente forma el complejo mas rapidamente. En la mayoria de casos el tiempo de
mezclado es alrededor de 30 minutos. El complejo asi obtenido luego es secado
utilizando cualquiera de los métodos descritos en la seccién 1.5.2
4) Método de mezclado en seco

Este método no requiere de agua en el mezclado de la CD con el componente a
encapsular. No es un método eficiente de formacién de complejos, pues el tiempo de
mezclado puede tomar horas o incluso dias. Una excepcion es el aceite de limén, pues
la encapsulacion tarda solamente algunos minutos. En este caso, el compuesto
encapsulado estaria sirviendo también de solvente para la CD.

5) Liofilizacion

En este método a una solucién acuosa de ciclodextrina, el huésped seco o disuelto en

la proporcion adecuada, es adicionado con agitaciéon hasta obtener una solucion

limpida. La solucion mixta obtenida es liofilizada. El sélido obtenido lavado con dietil
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éter (eliminar restos de huésped no encapsulado) y secado al vacio (Junco y col., 2002;
Fujioka y col., 1983). Sin embargo, en algunos casos las 2 Ultimas etapas pueden
omitirse.

Este método es el mas adecuado para compuestos hidrosolubles ya que la CD vy el
huésped pueden ser disueltos en agua antes del secado y para compuestos termolabiles
(Szejtli, 1982). Ademas, produce un polvo seco con un alto rendimiento de complejo
(Jones y col., 1984).

6) Secado spray

El huésped y la ciclodextrina son disueltos en agua y si fuera necesario cantidades
pequefias de hidroxido de amonio, etanol u otros co-solventes son adicionados para
obtener una solucién limpida antes del secado. Las variables del secado (temperatura
de entrada y salida, caudal y concentracion de la corriente d alimentacion, etc.) debe
ser ajustado de acuerdo al sistema a secar (Cabral-Marques y Almeida, 2009; Aimeida y
Cabral-Marques, 2004). Este método es solo adecuado para sustancias termoestables

ya que se usan temperaturas entre 50y 70° C.

1.5.2. Secado de los complejos. Consideraciones generales

En el caso de los complejos generados mediante los métodos 1 a 3 de la seccion
anterior, es necesario la eliminacion de agua para obtener los complejos secos. En
estos casos el secado de los complejos requiere la remocion de agua tan rapido como
sea posible, especialmente cuando se encapsula un compuesto volatil.

La presencia de agua, aun en muy pequefias cantidades en la torta filtrada o pasta,

permite que exista un equilibrio entre el complejo soluble y el insoluble. Una pequefia
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parte del complejo se va a disociar, haciendo que se libere parte del huésped (ver
seccion 1.4.2). Con compuestos volatiles esto lleva a una pérdida por evaporaciéon, asi
que el tiempo del secado y reduccion de la cantidad de agua que permite la
solubilizacion del huésped debe ser lo mas corto posible.

Puede utilizarse cualquier método para eliminar el agua del complejo, tal como
liofilizacion, secado spray, secado en lecho fluidizado o secado al vacio. Las propiedades
del complejo tienen también que tenerse en cuenta para la eleccién del método de
secado a utilizar.

Las temperaturas de secado en estufa se encuentran generalmente alrededor de 100°
C, es decir, la temperatura de ebullicion del agua. Entonces, para aquellos compuestos
a encapsular que sean volatiles pueden ser necesarios aplicar ciertos ajustes en la
temperatura. Para un compuesto volatil, una temperatura que se encuentre 3 a 5° C
por debajo de su temperatura de ebullicion seria suficiente. Si la temperatura es muy
baja, también se puede perder el compuesto encapsulado debido a su liberacion,

resultado del equilibrio establecido por el complejo con el agua presente.

1.6. METODOS DE ANALISIS PARA DETERMINAR LA FORMACION DE LOS
COMPLEJOS DE INCLUSION.

La formacion de complejos de inclusion puede detectarse por métodos muy diversos,
gracias a las modificaciones que se producen en las propiedades de la molécula
encapsulada. Estas modificaciones pueden ser fisicas (solubilidad, tensién superficial);

quimicas (reactividad, variaciones en el valor de las constantes de ionizacion acido-
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base) o espectroscépicas, tanto modificaciones cualitativas (posiciéon de los maximos)

como cuantitativas (variaciones en el coeficiente de absorcién molar o en la intensidad

de fluorescencia) de los pardmetros espectrales. Entonces, la interaccion entre el

huésped y la ciclodextrina puede estudiarse por un gran numero de métodos a saber:
@ Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y Andlisis Termo gravimétrico (TGA).

Resonancia Magnética Nuclear (NMR).

Difractometria de Rayos X,

Espectroscopia infrarroja

Espectroscopia Raman

Microscopia electronica de barrido

Solubilidad de fases

Espectroscopia Visible y Ultravioleta

Métodos Opticos

Espectroscopia de Fluorescencia

Espectroscopia de masa

® & & ¢ & ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ ¢

Cromatografia
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1.6.1. METODOS PARA ANALIZAR LA FORMACION DE COMPLEJOS EN ESTADO
SOLIDO.
1.6.1.1 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

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

Como una consideracion preliminar, cabe sefialar que los métodos térmicos (sobre
todo DSC y/o TGA) representan una herramienta analitica muy utilizada para la
caracterizacion de sistemas de multicomponentes, tales como los complejos de inclusion
en estado soélido (Giordano y col., 2001, Chang y Reineccius, 1990).

En lineas generales, el comportamiento térmico de las CDs naturales (o,B,y) es
similar, aunque se van a encontrar diferencias en el contenido de agua y las
temperaturas del comienzo de la degradacion térmica (Giordano y col., 2001). Al igual
gue en el Analisis Termo Gravimétrico (TGA), el compuesto huésped debe tener un
punto de fusion o de ebullicion por debajo de 300° C, que es la temperatura a la cual
se descomponen las CDs. En la seccién Materiales y Métodos se describira su aplicacion

concreta a las ciclodextrina y sus complejos

1.6.1.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR)

La espectroscopia NMR es una rama de la espectroscopia de absorcién que utiliza

radiacién electromagnética en el rango de radiofrecuencia para asi inducir transiciones
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entre niveles de energia nuclear de spin, en la presencia de un fuerte campo
magnético.

El estudio de los complejos con CDs por medio de esta técnica fue utilizado por
primera vez por De Marco y Thakkar (1970). Estos investigadores observaron que se
producia un desplazamiento en el hidrégeno correspondiente a la posicion 3 y 5 de la
ciclodextrina, en presencia de numerosos sustratos, concluyendo entonces que habia
ocurrido la inclusién en la cavidad de la ciclodextrina (Connors, 1997). Locci y col.,
(2004) utilizaron esta técnica para determinar la formaciéon de complejos de inclusion
de la CDs con eugenol, carvacrol y timol (componentes de aceites esenciales).

En lineas generales, se sabe que si se presenta un desplazamiento en el hidrégeno en
la posicion 3, en presencia de un sustrato, se infiere que la cavidad esta casi hueca, y
entonces, el sustrato ha sido parcialmente incluido. Mientras, que si ademas se
presenta un desplazamiento en el hidrégeno en la posicion 5, se deduce que la
penetracion del sustrato ha sido profunda. La espectroscopia NMR permite entonces,
comprobar fehacientemente que el complejo se ha formado (Polyakov y col., 2004a y
b).

Otras técnicas, como la calorimetria diferencial de barrido, la espectroscopia de
absorcion de infrarrojo, etc., pueden establecer si la molécula huésped forma o no un
complejo, pero no son capaces de determinar el tipo de complejo formado, ni la
conformacion estructural de la molécula (Mulinacci y col., 1996). Sin embargo, la

Resonancia Magnética Nuclear es un método que no esta facilmente disponible, por lo
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gue es necesario buscar alternativas para determinar la formacion del complejo de
Inclusion.
1.6.1.3. Difractometria de rayos x

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

Cuando las CDs naturales o el huésped cristalino son sometidas a la difractometria de
rayos X, éstos presentan un patrén de difraccibn de alta intensidad, debido a su
cristalinidad. Por el contrario, si el complejo de inclusion se forma, va a mostrar un
patron de tipo halo (Ribeiro y col., 2003), con picos difusos y anchos, caracteristicos de
un compuesto amorfo. Esta técnica es sumamente (til para verificar la formacion de
complejos de inclusion en el caso de huéspedes liquidos. En efecto, ya que estos no
presentan ningun patron de difraccion, si son incluidos se va a obtener un

difractograma con un patron bien definido (Szejtli, 1982).

1.6.1.4. Espectroscopia Infrarroja
La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es un método que se

aplica para la determinacion cualitativa y cuantitativa de especies moleculares de todo
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tipo, sobre todo organicas y bioguimicas, y también puede ser utilizada para determinar
la formacion de ciertos tipos de complejos de inclusién. Estos espectrémetros presentan
una relacion sefial/ruido muy alta, alta resolucion, son exactos y rapidos.

Cuando se produce la encapsulacion del compuesto huésped, se produce un
corrimiento o disminucion de la intensidad de ciertas bandas caracteristicas del espectro
correspondiente al huesped. Sin embargo, dichos cambios son muy sutiles, debido a
gue el huésped representa un 5-10% del peso total del complejo, por lo cual requiere
una interpretacion cuidadosa del espectro (Hedges, 1998).

A pesar de las limitaciones mencionadas anteriormente, en ciertos casos los cambios
en el espectro indican la formacién fehaciente del complejo. Asi, la banda
correspondiente al estiramiento del grupo carbonilo que aparecen entre 1650 cm™ y
1700 cm™ en el huésped libre se corre a mayores nimeros de onda en el complejo
(Szejtli, 1982). Por ejemplo la banda que aparece a 1700 cm™ en los esteres de Aacido
p-hidroxibenzoico se corre 40 cm™ en el complejo. Igualmente el espectro de
transformada de Fourier (FTIR) del carvone y el limoneno en la regién entre 4000—-500
cm™ presenta una banda a 1730 debido al estiramiento del grupo carbonilo que permite
determinar si ha ocurrido o no la inclusion (Partanen y col., 2002)

En conclusion, podemos decir que la aplicacion de el método de infrarrojo se limita a
aquellos huéspedes que tienen ciertas bandas de absorcion caracteristicas como los
grupos carbonilo, hidroxilo o C-H u otros que permitan evaluar si existen diferencias

entre los espectros del huésped libre y encapsulado (Ribeiro y col., 2003).
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1.6.1.5. Espectroscopia Raman

Esta técnica es complementaria del IR y la informacion que aporta es semejante. Las
bandas se desplazan y se modifican como consecuencia del proceso de inclusion.
Probablemente, la espectroscopia Raman resulta de mayor utilidad en el caso de
complejos en medios liquidos, donde la presencia de soluciones acuosas no supone un
obstaculo, como ocurre en el caso de la espectroscopia IR (Rao y col., 2006).

Cuando la luz incide sobre una molécula, el campo eléctrico oscilante de la radiaciéon
incidente provoca una oscilacion de la densidad electronica en la molécula. Este efecto
viene representado por la aparicion de un momento dipolar eléctrico oscilante inducido
gue actla, a su vez, como fuente de radiacion, originando las dispersiones (scattering)
Rayleigh y Raman. Esta dispersion esta dirigida en todas las direcciones, excepto en la

de la propia direccién del dipolo (Skoog y col., 1992).

1.6.1.6. Microscopia electronica de barrido (SEM)

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

La microscopia electronica da entonces una informacién morfoldgica y topografica
sobre la superficie de los sélidos. Esto permite determinar el tamafio promedio real de
las microcapsulas y su distribucion, pero no proporciona informacion respecto a la

permeabilidad y estabilidad de la microcapsula (Fereidoon y Xiao-Qing, 1993).
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Hay otras técnicas que, ademas de estas presentadas, han sido utilizadas para
caracterizar los complejos. Sin embargo, su seleccidon va a depender mas que nada de
la disponibilidad de los equipos y de las propiedades del huésped, que hacen que la

técnica seleccionada sea mas sensible o confiable para el complejo en particular.

1.6.2. METODOS DE DETECCION DE COMPLEJOS EN SOLUCION.

La mayoria de estos métodos permiten la caracterizaciéon del complejo mediante el
célculo de su estequiometria y sus constantes de asociacion. En general puede hablarse
de estequiometria 1:1 para la mayoria de los complejos con CDs. Sin embargo, si la
molécula huésped es demasiado grande para el tamafio de la cavidad, pueden
producirse asociaciones de dos moléculas de CDs por cada molécula huésped. Si por el
contrario la cavidad es lo suficientemente grande como para alojar a dos moléculas
huésped, la estequiometria anteriormente citada se invierte. El célculo de la constante
de asociacion que define la estabilidad del complejo, puede llevarse a cabo en virtud de
la variacién de alguna de las propiedades fisicas o quimicas de la molécula huésped al
producirse la inclusién. Esta variacién puede relacionarse con la concentracion de CDs,

lo que permite el calculo de la constante de estabilidad.

1.6.2.1. Método de solubilidad de fases

Este método se basa en la obtencion del diagrama de solubilidad de fases tal como se

ha descripto en la seccién 1.4.2.2
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1.6.2.2. Espectroscopia Visible y Ultravioleta

Constituye, junto con el dicroismo circular (DC), una de las técnicas instrumentales
mas utilizadas en la deteccion de complejos de inclusién de CDs en solucién. Su utilidad
reside en el hecho de que es una técnica versatil, de muy sencillo manejo, al mismo
tiempo precisa, por lo que proporciona datos de gran fiabilidad en el célculo de la Ke. Es
una técnica de amplia aplicacion ya que la mayoria de las moléculas organicas absorben
en la regién UV o visible del espectro, experimentando variaciones en las posiciones de
los maximos de absorciéon (cualitativas) o en el valor del coeficiente de absorcion molar
(cuantitativas), tras la formacién del complejo con CDs. Asimismo, ha de considerarse
gue numerosas moléculas organicas son débilmente solubles en agua, por lo cual, al no
dar lugar a soluciones homogéneas, son dificilmente analizables por esta
espectrofotometria. Sin embargo, la inclusion produce la solubilizacién, lo cual permite
obtener el espectro de absorcidon en solucidon acuosa, pudiéndose producir variaciones
en su espectro comparables a las que se observarian al disolver la molécula en
solventes de baja polaridad, con respecto a otros solventes mas polares (Basan y col.,

2001).

1.6.2.3. Dicroismo circular

El dicroismo circular permite la deteccion de complejos de inclusibn con CDs en
solucion acuosa. La formacion de complejos de inclusién induce actividad Optica en
compuestos que no la poseen, debido al proceso de inclusiéon en si y a los cambios

conformacionales que se producen en la cavidad de la ciclodextrina. El signo de la
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actividad rotatoria o efecto Cotton inducido, depende de la relacion espacial entre el
centro de simetria y el croméforo perturbado. La intensidad del efecto depende de la

rigidez del complejo formado.

1.6.2.4. Espectroscopia de Fluorescencia

La espectroscopia de fluorescencia (Benesi y Hildebrand, 1949; Scatchard, 1949), es
una técnica de gran utilidad en el estudio de los complejos de inclusion,
fundamentalmente debido a su extrema sensibilidad. Esta caracteristica, las hace
apropiadas para estudiar los cambios conformacionales que se producen en las
moléculas al pasar del estado fundamental al excitado, asi como para profundizar en la
geometria de los complejos de inclusion.

La deteccion del complejo puede establecerse en funcion de los cambios espectrales
observados, tanto en el espectro de excitacion como en el de emision, en la mejora o
incremento de la intensidad de la luminiscencia, el rendimiento cuéntico, las variaciones

en los tiempos de vida de los estados excitados.

1.6.2.5. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), tal como ocurre en el
estado solido, proporciona informaciéon muy valiosa, debido a que el estudio de los
espectros de RMN permite esclarecer las relaciones geométricas y la disposicion de la
molécula huésped en el interior de la cavidad de las CDs, asi como las caracteristicas

dinamicas de los complejos en solucidon acuosa, a partir de las variaciones en el valor
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del desplazamiento quimico y de las constantes de acoplamiento (Harabagiu y col.,
2004).

Aunque se pueden realizar distintos tipos de RMN, los mas difundidos son de 15N, 1H
y 13C. La 'H-RMN permite la obtencién de espectros en solucién acuosa deuterada.
Puesto que la mayoria de los complejos con CDs se estudian en agua, es la mas
aplicada. Sin embargo, por regla general, los complejos con CDs presentan unha
solubilidad en D,O muy baja, lo que dificulta la obtencién de los mismos al tener que
trabajar a bajas concentraciones de CDs. Por el contrario, la 13C-RMN permite la
obtencién de los espectros en agua donde la solubilidad es mayor, pero dado que es
menos sensible, necesitan emplearse concentraciones mas elevadas de CDs y complejo.

El empleo de otros disolventes organicos deuterados puede alterar y descomponer el
complejo. El DMSO o el dioxano, parecen ser los mas apropiados debido a su elevada
polaridad, a la vez que contribuyen a mantener la estabilidad del complejo.

La deteccion de complejos de inclusibn mediante esta técnica, se basa en las

variaciones en el valor del desplazamiento quimico de los protones ( 9).

1.6.2.6. Cromatografia

La formacion de complejos de inclusién con CDs solubles en la fase moévil que se
emplea en un proceso de separacion cromatografica, altera los valores del tiempo de
retenciéon. Asi pues, cuando en cromatografia liquida se afiaden CDs a la fase movil, los
tiempos de retencion se acortan, dependiendo del valor de la constante de asociacion

del complejo (Hioki, 1977). En consecuencia, estudiando la variacién en el valor del
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tiempo de retencion con respecto a la concentracién de CDs puede calcularse el valor
de la K¢ de los complejos (Barr y Spach, 1978; Uekama y col., 1998). La modificacién
de estos parametros cromatogréaficos se ha empleado con fines analiticos (Mufioz de la

Pefia y col., 1991).

I.7. APLICACIONES DE LAS CICLODEXTRINAS Y SUS COMPLEJOS DE
INCLUSION
Como ya se describié cada molécula de agente activo es complejado por una molécula
de ciclodextrinas produciendo una microencapsulacion. Esto produce cambios drasticos
en las propiedades quimicas y fisicas de la molécula huésped, como ya se ha sefialado
en la Seccion 1.4.2.
Esas caracteristicas de las CDs, hacen que sean adecuadas para su aplicacién en
diferentes campos como: quimica analitica, agricultura, farmacia, industria alimentaria y

cosmética (Singh y col., 2002).

1.7.1 Cosmética y aseo personal

En este sector, el empleo de CDs esta ampliamente extendido, ya que estabilizan los
compuestos de interés, permiten el control de olores desagradables y mejoran la
conversion de un ingrediente liquido en sélido. Esto se aplica en pastas de dientes,
cremas solidas y liquidas para la piel, suavizantes para la ropa, toallitas de papel,
tejidos y desodorantes, aumento de la solubilidad de sustancias en agua y una mayor

estabilidad térmica de los aceites.
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Las CDs interaccionan con los compuestos volétiles impidiendo su volatilizaciéon y
produciendo fragancias de larga duracién (Prasad y col., 1999). En la preparacién de
productos de bafo, las CDs regulan la salida de la fragancia al formar complejos de
inclusién con éstas y con fosfato de calcio (Tatsuya, 1999) y también se utilizan para
secuestrar aromas y asi reducir los olores corporales (Trinh y col., 1999). El polvo seco
de CDs, con un tamafio de particula inferior a 12 mm, se utiliza para el control de olores
en pafales, productos menstruales, toallitas de papel y preparaciones para el cuidado
del cabello con el fin de proteger los mercaptanos volatiles.

Las CDs se han empleado en pasta de dientes a base de silice para aumentar casi tres
veces la disponibilidad de triclosan (agente antimicrobiano) (Loftsson y col. 1999). De
forma similar las CDs se utilizan en los autobronceadores y cremas para estabilizar la
emulsion y mejorar su aplicacién, haciendo el bronceado mas natural que los tintes

tradicionales a base de dihidroxicetona tradicional (Scalia y col., 1999).

I.7.2 Industria alimentaria

En la industria alimentaria, las CDs se han utilizado como agentes complejantes de
vitaminas, colorantes alimentarios y aromas (Buschmann y Schollmayer, 2002; Szejtli,
1998; Loftsson y Brewster, 1996). También se han usado para la proteccion del flavor
en los alimentos durante el procesado y almacenamiento y retener compuestos en
determinados procesos industriales, por ejemplo para eliminar colesterol en leches,

mantequilla o huevos (Jung y col., 2008; Kwak y col., 2004) (Figura 1.17).
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Figura I.17. Complejo de inclusion colesterol-ciclodextrina

1.7.2.1. Ciclodextrinas como agentes atrapadores de sabores

La formacion de complejos de inclusidon con sabores, ofrece una proteccion efectiva de
cada uno de los sabores que hay en un alimento. Esta encapsulacion molecular, inhibe
0 excluye las interacciones moleculares entre los diferentes componentes naturales o

sintéticos que dan sabor a los alimentos.

1.7.2.2 Ciclodextrinas como agentes protectores frente a la oxidacion por
oxigeno

Hay sabores o ingredientes alimentarios sensibles al oxigeno (&cidos grasos no
saturados, colorantes, etc.) que al ser complejados con CDs, mejoran su estabilidad
guimica. Este efecto fue descripto en 1987 por Szente y Szejtli, que midieron el
consumo de O, para registrar su efecto sobre ingredientes libres o complejados. Los
resultados de estos experimentos y otros posteriores mostraron que la complejacion

con CDs impide casi totalmente las alteraciones quimicas del sabor, debidas a la
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presencia de oxigeno, incluso cuando se almacena el alimento en atmosferas de

oxigeno puro (Szente y Szejtli 1987, 2004).

1.7.2.3. Ciclodextrinas como agentes protectores frente a la luz

Numerosos componentes de los alimentos son sensibles a la luz, como en el caso del
citral (componente responsable del olor a citricos frescos) que en presencia de luz UV
se transforma en fotocitral A y fotocitral B y le confieren al alimento un aroma y sabor
no deseados. Cuando el citral es complejado con BCD, no se observan productos de
descomposicion en las 6 primeras horas de exposicion del alimento a la luz (Szejtli y
col., 1979). Resultados similares se obtuvieron al complejar el cinamaldehido con BCD,

estabilizandolo frente a la luz UV (Szente y Szejtli 1987, 2004).

1.7.2.4. Ciclodextrinas como agentes protectores frente a la temperatura

Los complejos formados con sabores volatiles o aceites esenciales, en estado soélido,
poseen una notable resistencia al calor, de hecho al comparar con las formulaciones
tradicionales, la retencion de dicho sabor en el alimento mejora mediante el empleo de
CDs. Asi la complejacion de aceites esenciales naturales con CDs evita que se volatilicen

durante el procesado del alimento (Szente y Szejtli 1987, 2004).

1.7.2.5. Ciclodextrinas para aumentar la vida Gtil de los alimentos
En un estudio llevado a cabo con doce sabores diferentes (naturales y sintéticos)

complejados en BCD y almacenados en condiciones no extremas de temperatura y
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humedad relativa (25°C y 60%) durante 14 afios, se demostro, tras analizar cada afio
las muestras, que la encapsulaciéon molecular de dichos compuestos concentrados con
CDs, mejoré notablemente su estabilidad durante el almacenamiento a largo plazo
(Szente y Szejtli 1987, 2004). El poder de conservacion de las BCD depende de la
estructura, polaridad y geometria del sabor encapsulado, mostrando una proteccion

mas eficaz con terpenoides y propanoides que con sabores de estructura fendlica.

1.7.2.6. Aplicaciones de las ciclodextrinas vacias

Las CDs pueden ser utilizadas para estabilizar emulsiones de aceite en agua, como
mayonesa y aderezos de ensaladas. Los colorantes naturales de salsa de tomate
pueden ser estabilizados mediante la adicién de 0,2% de BCD, no alterandose el color
al elevar la temperatura a 100°C durante 2 horas (Kawashima, 1980). En productos
carnicos transformados, las CDs mejoran la retenciéon de agua y la textura del alimento
(Otay Takeda, 1981). También pueden ser utilizadas para prevenir el pardeamiento en
alimentos minimamente procesados. (Nufiez-Delicado y col., 2005).

La gelatinizacidon es una caracteristica importante de almidones y en los alimentos que
lo contengan, como las harinas. La presencia del 1,5% de BCD aumenta el poder de
hinchamiento y la solubilidad de los granulos de almidon de trigo y especialmente la
lixiviacién de la fraccion de amilosa, aumentando en un factor de 4 la viscosidad de
estas pastas (Kim y Hill, 1984). Esto puede ser debido a que las CDs desestabilizan los
complejos almidén-lipidos, ya que al utilizar harinas desgrasadas el efecto de las CDs se

vio sensiblemente reducido.
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Las CDs se pueden utilizar para enmascarar sabores no deseados. Asi, para eliminar
los compuestos fendlicos responsables del sabor amargo del café y el té, que se forman
en su proceso de elaboracién (90°C durante varias horas), se adicionaron BCD al 0,1%
a dichas bebidas, obteniéndose resultados favorables (Yu, 1988).

El hidrolizado de caseinas de leche es un extracto proteico faciimente digerible, pero
tiene un desagradable sabor amargo que limita su uso. La adicién de 10 % de BCD
enmascara el sabor amargo (Specht y col., 1981).

El sabor amargo de zumos de uva o mandarina también disminuye sensiblemente al
afadir el 0,3% de BCD antes del tratamiento térmico. Esto es debido a que naringina y
limonina (compuestos responsables del sabor amargo) forman complejos estables con
- ciclodextrinas, lo que reduce el amargor del zumo (Shaw y Wilson, 1983).

En el caso de la elaboracion de café soluble, la extraccion acuosa del café tostado en
presencia de CDs, genera un café soluble que conserva mejor los compuestos volatiles
exibiendo un mejor aroma que el elaborado en ausencia de CDs (Wagner y col., 1988).

Las BCD, también se han utilizado para elaborar mantequilla baja en colesterol, que
se comercializa en Bélgica. Esta técnica de eliminacion del colesterol, también ha sido
aplicada con éxito en la leche utilizada en la elaboracién de manteca, consiguiendo
eliminar méas del 90% del colesterol de forma sencilla. Con esta tecnologia también se
han elaborado quesos, cremas e incluso huevos bajos en colesterol (Szente y Szejtli

1987, 2004).
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1.7.2.7. Aplicaciones especiales de las ciclodextrinas en alimentos

Una de las aplicaciones mas interesantes y desafiantes de las CDs es su uso en
envases activos. Las CDs vacias o los complejos CDs-agente antimicrobiano y
antioxidante incorporados en las peliculas de plasticos para el envasado de alimentos,
reduce eficazmente la pérdida de sustancias arométicas y alargan la vida util del
producto. Asi, la adicion a pasta de pescado de 0,1% de complejos yodo-CDs inhibe la
putrefaccion durante dos meses a 20° C (Hara y Hashimoto, 2002). También se ha
comprobado que la incorporacion de complejos CDs-fungicida a films utilizados para el
envasado de quesos, inhiben el crecimiento rapido de hongos en la superficie del

queso, alargando asi la vida util de producto (Karatsu, 1992).

1.7.3. Industria farmacéutica

Los farmacos deben tener un cierto nivel de solubilidad en agua para poder llegar a
las membranas celulares, pero también han de ser lo suficientemente hidrofobicos para
poder atravesarlas.

Una de las propiedades de las CDs es su capacidad para mejorar la absorcion de
farmacos a través de las membranas biolégicas. Las CDs actuan como portadores de
farmacos aumentando su solubilidad y transportandolos hasta la superficie de las
membranas celulares de tejidos como la piel, la mucosa o la cérnea del ojo. (Uekama y
col., 1998; Lofsson y Stefansson, 1997).

La mayoria de los farmacos no tienen suficiente solubilidad en agua y los sistemas

tradicionales para su formulacion incluyen una combinacion de componentes, que suele
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causar irritacion u otras reacciones adversas. Las CDs no son irritantes y ofrecen
ventajas adicionales tales como estabilizacion de los compuestos activos, reduccion de
su volatilidad y capacidad de enmascarar sabores amargos o irritantes y malos olores
de los farmacos (Irie y Uekama, 1999; Szejtli, 1998; Hedges, 1998; Zhao y col., 1995).
Esto se traduce en una mejor biodisponibilidad, aumentando el efecto farmacoldgico

gue permite una reduccion de la dosis a administrar.

1.7.4. Agricultura e industria quimica

Las CDs forman complejos con una amplia variedad de productos quimicos agricolas,
incluidos herbicidas, insecticidas, fungicidas, repelentes, feromonas y reguladores del
crecimiento (Lucas-Abellan y col., 2008).

Las CDs modificadas, puden utilizarse en reacciones de catélisis, hidrélisis selectiva y
en la hidroximetilacion de fenoles. Estas modificaciones quimicas de las CDs, les
confiere una gran actividad catalitica, ya que aumentan la velocidad de reaccion en la
conversion de acido fenilpiravico a fenilalanina (Atwood, 1990).

Las CDs se pueden utilizar en la proteccion del medio ambiente, solubilizando
contaminantes organicos y metales pesados, para su eliminacion de suelos, agua y
atmésfera (Gao y Wang, 1998). Las aguas residuales que contienen compuestos
aromaticos ecolégicamente inaceptables, como fenol, p-clorofenol y benceno; tras ser
tratadas con BCDs reducen considerablemente los niveles de estos hidrocarburos
aromaticos respecto de sus niveles iniciales. Las BCD aceleran la degradacion de todos

los tipos de hidrocarburos que influyen en la cinética de crecimiento, produciendo un
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aumento de la biomasa y una mejor utilizacién de los hidrocarburos como fuente de

carbono y energia (Bardi y col., 2000).

1.8. PROPIEDADES DE HIDRATACION
1.8.1. Actividad de agua e isotermas de sorcion de agua

La presencia de agua y sus interacciones con otros componentes son factores
importantes a tener en cuenta en la estabilidad de las diferentes formulaciones o
alimentos. Sin embargo, se ha observado que sistemas con el mismo contenido de
agua difieren significativamente en su estabilidad microbiolégica y quimica. Esto se
debe a la diferencia en la fuerza, con los constituyentes no acuosos estan asociados con
el agua. El agua unida fuertemente estd menos disponible para las reacciones
degradativas, tales como el crecimiento de microorganismos y las reacciones quimicas,
gue el agua gque esta asociada débilmente.

La actividad de agua (a,) es el parametro que permite determinar la magnitud de la
interaccién del agua con los diferentes constituyentes soélidos de un sistema (Fennema,

1996). La a,, se define como:
dw =(p/p0)T (1.5)

Donde:
a,. actividad de agua
p: presion de vapor de agua en el producto a temperatura T

po: presion de vapor del agua pura a la temperatura T
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Esta igualdad se basa en asumir la existencia de equilibrio termodinamico.
Generalmente en alimentos o formulaciones deshidratados esta condicion puede no
cumplirse y por ello seria mas correcto usar el término presion de vapor relativa (PVR)
en lugar del término a,, (Fennema, 1996).

En el equilibrio, a temperatura constante, las actividades de agua de los componentes
de una mezcla son iguales, mientras que los contenidos de agua pueden no serlo. La
actividad de agua esta relacionada con el contenido acuoso a través de la isoterma de
sorcion de agua. Las isotermas de sistemas cristalinos y amorfos son significativamente
diferentes, tal como se observa en la Figura 1.18.

Un sélido cristalino adsorbe muy poca agua hasta una a, dada, a partir de la cual
comienza la disolucion de los cristales (Figura 1.18 b). En el sistema amorfo, las
moléculas se encuentran en un ordenamiento al azar, y estan relativamente mas libres
para interactuar con el agua, por lo tanto la adsorcién de agua a bajas a,, €s mayor en
los sistemas amorfos que en los cristalinos (Figura 1.18 a). Ademas existen materiales
gue a bajos contenidos de agua y bajas a,, son amorfos, pero cristalizan con la adicion
de agua (Figura 1.18 c).

En la formulacién y disefio de productos farmacéuticos, cosméticos, y alimenticios,
varios de esas formas estan involucradas simultaneamente: adsorcién en la superficie
como monocapa y multicapa, condensacién en los microporos, formaciéon de hidratos
cristalinos, delicuescencia y absorcion dentro del seno del sélido.

El contenido de agua de un solido afecta la cristalinidad de drogas y su estabilidad

quimica y fisica durante el procesamiento y posterior almacenamiento. Entonces las
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condiciones de humedad y temperatura bajo las cuales se almacenan deben ser
estrictamente controladas (Ahlneck y Zografi, 1990) y la misma debe ser basada en el
conocimiento previo de “humedad relativa critica”. Entonces, las isotermas de sorcion
de agua son herramientas termodinamicas muy utilizadas para determinar las
interacciones existentes entre el agua y otros compuestos de los alimentos. Constituyen
una parte esencial de la teoria del secado y proveen una informacion atil en el disefio
de equipos de secado y en la evaluacién y selecciébn de condiciones apropiadas de
procesamiento de alimentos, como secado, mezclado, embalaje y almacenamiento, que
optimicen o maximicen la retencién de propiedades como aroma, textura, color,

nutrientes y estabilidad bioldgica (Tolaba y col., 2004; Sukumar y col., 2002).
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Figura I.18. Isotermas de sorcion de agua correspondientes a sistemas amorfos, cristalinosy a
materiales amorfos que cristalizan a medida que aumenta la actividad de agua.

Ademas, el conocimiento de los mecanismos que dan lugar a los diferentes tipos de
isoterma puede contribuir a determinar los efectos que el agua captada puede causar

en las propiedades fisicas y quimicas de tales solidos.
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1.8.2. Propiedades de hidratacion de las ciclodextrinas

Las CDs son un sistema modelo muy bueno para investigar las interacciones agua-
biomoléculas (Winkler y col, 2000; Moreira da Silva y col, 2002). Debido a que la
mayoria de reacciones que involucran CDs ocurren en un ambiente acuoso, la
interaccion entre CDs y el agua es de fundamental importancia, ya que existe una
competencia entre las moléculas hidrofébicas huéspedes y las moléculas de agua
unidas a la cavidad por puentes de hidrégeno.

La interaccion de la ciclodextrina con el huésped no solo define la formacion de los
complejos (Figura 1.14, seccién 1.4.2) sino que también afecta su estabilidad. En efecto,
si la cantidad de agua es suficiente, el equilibrio se puede desplazar hacia los
compuestos libres, liberando al componente activo.

Asi, cuando las formulaciones deshidratadas de CDs que contienen el componente
activo son almacenadas, el andlisis de sus propiedades de adsorcion de agua es
fundamental para determinar las condiciones 6ptimas de almacenamiento. Este objetivo
puede lograrse, como hemos visto en la seccién anterior determinando las isotermas de
sorcion de la ciclodextrina, el huésped y el complejo.

Las CDs naturales son cristalinas y cristalizan a partir del agua como hidratos de
composicion variable. La a-ciclodextrina, que cominmente se la encuentra como un
hexahidrato, a-CD-6H,0O, puede existir en 3 formas cristalinas diferentes. La B-
ciclodextrina (BCD) generalmente se la encuentra como el undecahidrato BCD-11 H,O y
como dodecahidrato BCD-12 H,0, sin embargo, esas estequiometrias son idealizaciones

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

Los diferentes derivados de las CDs existentes en el mercado tales como la metil-3-
ciclodextrina (MBCD) y la hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) por el contrario, son
sistemas amorfos.

Las CDs se utilizan en la confeccion de diferentes formulaciones farmacéuticas,
cosméticas y alimenticias tales como tabletas capsulas, etc. (como ya se ha sefialado en
la seccion 1.7). La perfomance de dichas formulaciones (como se ha sefialado en la
seccion anterior) depende del contenido de humedad residual presente en el sélido
final, entonces resulta necesario determinar la isoterma de sorcién de las CDs y de los

complejos formados.

1.8.3. Estado vitreo y estabilidad

En alimentos complejos desde el punto de vista termodinamico no existen estados de
equilibrio estable, pero si se puede llegar a varios estados de equilibrio metaestable. En
estos casos, el estado fisico es extremadamente sensible a la humedad, la temperatura
y el tiempo de observacion (Franks, 1994).

Un material no cristalino puede existir en el estado vitreo o en el estado liquido sobre-
enfriado ("gomoso”) dependiendo de la temperatura y de la presencia de agua. El
cambio entre estos dos estados, se conoce como transicion vitrea. El término transicion

vitrea se refiere a la temperatura a la cual los vidrios inorganicos empiezan a
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ablandarse y fluir (Sperling, 1986). Por debajo de la temperatura de transicion vitrea
(Ty), caracteristica de cada sistema, el material es un sélido amorfo (vidrio) altamente
viscoso. La transicion vitrea (Ty) puede utilizarse como un parametro descriptivo del
estado fisico de las macromoléculas, el cual puede diferir de la movilidad de las
moléculas més pequefias como el agua (Vittadini y Chinachoti, 2003). La movilidad
molecular en los vidrios esta restringida a vibraciones y movimientos rotacionales de
rango corto (Sperling, 1986). Los cambios que ocurren en el estado vitreo, durante el
llamado “envejecimiento fisico”, son extremadamente lentos (Jouppila, 1999; Roos y
col., 1996; Slade y Levine, 1991; Levine y Slade, 1986). A temperaturas superiores a
Ty, el sistema pasa del estado vitreo al de liquido sobre-enfriado, la viscosidad
disminuye de 10 a 10° Pa.s (Sperling, 1986), aumenta la movilidad molecular y los
movimientos traslacionales. Por lo tanto, al ocurrir la transicion vitrea, los materiales
son mas susceptibles a cambios fisicos o quimicos. El parametro (T-Ty) o sea la
diferencia entre la temperatura del experimento y la Tyg, en muchos casos permite
definir las variables cinéticas de los cambios fisico-quimicos asociados. Asi, un valor de
(T-Ty) alto y positivo, indicaria condiciones para altas velocidades de transformaciones.
Los solidos amorfos se obtienen cuando las moléculas del soluto son inmovilizadas
mediante un rapido congelamiento o una rapida deshidratacion, como sucede en los
procesos de liofilizacién o secado por aspersion o “spray” (Figura 1.19). Como resultado
de estos procesos, el sistema experimenta un rapido incremento de la viscosidad y por

ende una importante disminucion en la movilidad molecular. Las moléculas de soluto no
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pueden alcanzar configuraciones de equilibrio y por lo tanto no pueden organizarse

para formar un cristal, sino que permanecen en forma desordenada o amorfa.

SOLUCION

@ Agua
\ Soluto

Secado spray
0

Evaporacion

lenta A Liofilizacidn
Transicion
vitrea
SOLIDO < LiQuipo SOLIDO
CRISTALINO SOBRE-ENFRIADO AMORFO

Aumento de la
temperatura o del
contenido de agua

Figura 1.19. Formacion de un sélido amorfo o cristalino a partir de una soluciéon. Adaptado de
Karmas y col., 1992.

Una aplicacion interesante del estudio de la transicion vitrea es la comprension de las
propiedades de textura de sistemas alimenticios, y la explicacion de los cambios que
ocurren durante el procesado y almacenamiento de los alimentos (Nelson y Labuza,
1994). A medida que los polimeros absorben agua no todas sus propiedades se afectan
de la misma manera, en el rango bajo a intermedio de humedades algunas propiedades

mecanicas muestran un maximo en funcion del contenido de agua, mientras que la Ty
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disminuye continuamente (Chang y col., 2000). En cuanto a la relacién entre el estado
amorfo y la cinética de las reacciones quimicas, la mayoria de los estudios evidencian
efectos combinados de la transicion vitrea y otros factores como el contenido de agua,
actividad de agua, temperatura y concentracion de reactivos, sobre la velocidad de
reacciones quimicas (Bell, 1996; Buera y Karel, 1995; Bell y Hageman, 1994; Roos y
Himberg, 1994; Karmas y col., 1992).

La movilidad molecular en un sistema amorfo puede ser afectada por la adiciéon de
compuestos de bajo peso molecular, que actian como plastificantes. En los sistemas
alimentarios el plastificante mas importante es el agua. En la Figura 1.20 se muestra,
para una matriz de azucar, la curva de T4 en funcion del contenido de agua. A medida
que aumenta el contenido acuoso, disminuye la T4 (Roos, 1992) y la transicion de un
sistema vitreo a uno sobre-enfriado se puede dar tanto por aumento de la temperatura
como del contenido de agua. Los materiales sobreenfriados estan en un estado de no
equilibrio y exhiben cambios dependientes del tiempo a medida que se acercan al
equilibrio. De esta forma, pueden ocurrir cambios en sus caracteristicas mecanicas o
cambios en la difusion de solutos (Roos, y col., 1996). Los cambios mecénicos incluyen
los fendmenos de colapso, pegajosidad, apelmazamiento y pérdida de porosidad
(Levine y Slade, 1991; Flink, 1983; Trsourouflis, y col., 1976; Bellows y King, 1973;
White y Cakebread, 1966). Los cambios en la difusién afectan la cinética de
cristalizacion de azlcares amorfos, la liberacion de aromas y en algunos casos las

cinéticas de las reacciones quimicas controladas por difusion (Roos y col., 1996).
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Figura I.20. Curva de temperatura de transicién vitrea en funcién del contenido de agua.
Adaptado de Cardona y col., (1997).

En el caso de aromas encapsulados en polvo, son muy importantes las consecuencias
que ocasiona el almacenamiento a temperaturas mayores que T4. La cristalizacion de
azucares en la matriz carrier puede causar la pérdida de aromas. Ademas, los
fendmenos de pegajosidad, apelmazamiento y colapso de los polvos, no sélo produce
productos con un aspecto indeseable para el consumidor, sino que también provoca la

pérdida de aromas, y la dificultad en la reconstitucion de los polvos.

1.8.3.1. Relacion entre los cambios fisicos de la matriz, la actividad de agua y

la transicion vitrea

Los fendmenos de apelmazamiento, pegajosidad y colapso ocurren en polvos como

consecuencia de un aumento de temperatura o humedad. El término “colapso” se utiliza
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para describir la pérdida de estructura, la reduccién del tamafio de los poros y un
encogimiento volumétrico en materiales secos.

El colapso y la temperatura de transicion vitrea son fendmenos relacionados, mientras
la transicion vitrea de un material polimérico es generalmente reversible, el colapso de
las matrices liofilizadas es irreversible. La Figura 1.21 muestra la relacion entre la

temperatura de transicion vitrea y la aparicion de fendmenos fisicos de deterioro.

Flujo liquido

Temperatura —————>

Estado vitreo

Contenido de aaua

v

Figura I.21. Consecuencias de la transicion vitrea sobre los fendmenos fisicos. Adaptado de
Roos 1995b.

Por lo tanto, el conocimiento de la T4 y su dependencia con el contenido de agua se
podria usar para controlar los problemas de pegajosidad, especialmente para la
produccion y estabilizacion de polvos liofilizados (Roos, 1995). En efecto, muchas
caracteristicas fisicas, tales como cristalizacion, apelmazamiento, pegajosidad, colapso,
movilidad molecular, y difusividad no se puede explicar completamente con el concepto

de actividad de agua, es necesario recurrir al concepto de T.
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1.8.3.2. Estabilidad del aroma encapsulado durante el almacenamiento

El objetivo principal de la microencapsulacion de aromas liquidos o aceites es proveer
polvos secos que fluyan libremente, otorgando ademas proteccién contra reacciones de
deterioro y evitando la pérdida del aroma durante el procesamiento y almacenamiento.
Ademas, la encapsulacion permite la liberacion controlada de aromas y el retraso de
oxidacion de aceites.

Las propiedades de las sustancias encapsuladas estan relacionadas con la estructura
de la matriz, que a su vez esta directamente relacionada con la T4 del material. En el
estado vitreo, la matriz es fisicamente estable y no sufre ningin cambio estructural
significativo. Por el contrario en el estado sobreenfriado, pueden ocurrir movimientos
moleculares ocasionando el deterioro del aroma encapsulado (Ubbink y Schoonman,
2003). En este caso el deterioro fisico estaria asociado a la ocurrencia de
apelmazamiento, colapso y cristalizacion. Por lo tanto, para conservar las propiedades y
estructura de los productos que contienen aromas encapsulados, es necesario
mantener la matriz en estado vitreo durante el almacenamiento.

La Figura 1.22 es una representacion esquemaética de los fenGmenos que ocurren
cuando se almacena una particula secada por spray en un ambiente humedo. Puede
observarse como la particula adsorbe vapor de agua, seguido por un cambio de estado
de la matriz de vitreo a gomoso. En la matriz en estado gomoso, el aroma encapsulado
puede moverse facilmente, al mismo tiempo, la adsorcién de oxigeno en la pared se

vuelve méas importante progresando la oxidacion del aroma (Walzel y Furuta, 2011).
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Cambio de estado
de la matriz solida

Aroma Migracion de agua

Yy evaporacion

superficial
Adsorcion de agua

Figura I.22. Caracteristicas generales de un flavor hidrofébico encapsulado en una matriz
vitrea. Se indican las principales caracteristicas estructurales y los cambios fisicos y quimicos
gue influencian la estabilidad del flavor encapsulado. Adaptado de Walzel y Furuta, 2011.
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Objetivo General

II.1. Objetivo general

La presente Tesis tiene como objetivo general estudiar la encapsulacion de dos
componentes de aceites esenciales, ampliamente utilizados en las industrias
alimenticias, de cosméticos y farmaceéuticas por medio de la formacion de complejos de
inclusion en CDs naturales y modificadas o en una matriz continua.

El estudio se enfoc6 en la estabilizacion, solubilizacion y implementacion de técnicas
de liberacidon controlada de estos.

Se estudi6 ademas el efecto de las variables que afectan la eficiencia de
encapsulacion y estabilidad de dichas formulaciones:

e intrinsecas: propiedades quimicas, fisicas y estéricas de las CDs, la matriz
continua y del compuesto a incluir.

e externas: humedad y temperatura de almacenamiento.
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Objetivos especificos

I1.2. Objetivos especificos

e Generar los complejos de inclusibn de dos flavores hidrofobicos de estructura
diferente 1) un terpeno como el timol 2) un compuesto aromético como el
cinamaldehido.

e Estudiar la formacién de los complejos en solucién con el fin de:

» Obtener las constantes de equilibro (Ke) de los complejos con las
diferentes CDs y a diferentes temperaturas para determinar la estequiometria
de los complejos y los parametros termodindamicos: energia libre (AG),
entalpia (AH") y entropia (AS ) de formacién de los complejos.

e Comparar las propiedades de los complejos de inclusién de los flavores en la
ciclodextrina natural B-ciclodextrina con las de sus derivados metil-B-ciclodextrina e
hidroxipropil--ciclodextrina en solucion y en estado solido.

e Preparar emulsiones para encapsular los flavores hidrofébicos en una matriz
continua de almidon modificado.

e Obtener formulaciones deshidratadas de los complejos de inclusién formados y
de los flavores encapsulados en matrices de almidén modificado.

e Caracterizar los complejos y las formulaciones deshidratadas empleando
diferentes técnicas a saber: calorimetria diferencial de barrido (DSC), Difractometria
de rayos X (XRD), Microscopia electronica de barrido (SEM) y espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).
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e Almacenar las formulaciones deshidratadas obtenidas bajo diferentes condiciones
de humedad relativa con el fin de determinar:
» las isotermas de sorcién de agua de las CDs, los complejos de inclusién
formados, el almidon modificado y la matriz continua conteniendo los
flavores.
» la retencion de los compuestos encapsulados en funcién del tiempo para

determinar su cinética de liberacion.
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Materiales y Métodos

II1.1. Eleccion de los sistemas

Un paso muy importante en el desarrollo de ingredientes funcionales activos es el
disefio de formulaciones que permitan la estabilizacion, solubilizacién y liberacion
controlada de componentes activos a los cuales son afiadidos. Esto puede ser logrado
por la formacion de una matriz continua donde el componente activo queda atrapado o
por la formacion de complejos de inclusion con el objetivo de modificar las propiedades
fisicoquimicas del compuesto incluido. Por razones econ6micas y su facilidad de
obtencion, la B-ciclodextrina ha sido la ciclodextrina més utilizada. Sin embargo, ésta
posee una solubilidad limitada, por lo que se han realizado numerosas modificaciones
estructurales con el objetivo de producir cambios en las propiedades fisico quimicas y
habilidad para formar complejos de las CDs naturales. Dado que los equilibrios de
formacion y descomposicién de los complejos estan gobernados por sus interacciones
con el agua, es interesante analizar las propiedades de las CDs en ambientes de
humedad variable. Ademas, la eficiencia de encapsulacién de la ciclodextrina depende
de las propiedades quimicas, fisicas y estéricas de la ciclodextrina y del compuesto a
incluir.

Con el objetivo de comparar la encapsulacion molecular con la encapsulacién en una
matriz continua, se eligio al HiCap 100, un almidén modificado por la adicion de una
cadena n-octenil succinato que le confiere propiedades hidrofébicas y en consecuencia,

buenas propiedades emulsificantes.
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El timol y el cinamaldehido son dos componentes importantes de aceites esenciales
naturales ampliamente utilizados en la industria alimentaria y farmacéutica. En base a

esto los sistemas elegidos fueron los siguientes:

Encapsulacién molecular en Ciclodextrinas

e Flavores a encapsular: Timol y Cinamaldehido.
e Sistema encapsulante:
a. Ciclodextrina natural: B-ciclodextrina (BCD).
b. Ciclodextrinas modificadas: metil-p-ciclodextrina (MBCD) y hidroxipropil-p-
ciclodextrina (HPBCD).

Encapsulacién en una matriz continua

e Flavor a encapsular: timol.
e Sistema encapsulante: Matriz continua de un almidén modificado por adicién de

una cadena hidrofébica de octenil succinato (HiCap 100).

II1.2. Preparacion de los sistemas

II1.2.1. Preparacion de los complejos de inclusion

Para la preparacion de los complejos solidos se utilizaron los siguientes

materiales:

e [-ciclodextrina (Sigma Chemical Co. St Louis MO, EEUU).

e Metil-B-ciclodextrina (Sigma Chemical Co. St Louis MO, EEUU).
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e Hidroxipropil-B-ciclodextrina (Sigma Chemical Co. St Louis MO, EEUU).
e Timol (Carlo Erba Reagenti, Rodano, MI, ltalia).

e Cinamaldehido (Carlo Erba Reagenti, Rodano, MI, Italia).

e Sales de Anedra (Argentina) y Mallinckrodt (EEUU).

e Agua bidestilada.

II1.2.1.1. Preparacion de los complejos de inclusion con B-ciclodextrina
(BCD).

Los complejos sélidos 1:1 de timol-BCD y cinamaldehido-BCD se prepararon por
medio del método de coprecipitacion en medio acuoso (Hedges, 1998; Mulinacci y col.,
1996). Para esto, se prepard una solucién saturada de BCD en agua con agitacion y
calentamiento a 55° C hasta obtener una solucion clara y transparente. A continuacion,
y sin suspender la agitacién y el calentamiento, se agregé lentamente la cantidad de
timol o cinamaldehido necesaria para obtener un complejo 1:1. Se suspendi6 el
calentamiento, y se enfrio la solucibn a temperatura ambiente continuandose la
agitacion durante 4 horas. Dicha solucion se almacend durante 24 horas a 2° C vy el
precipitado formado se separ6 de la solucion por filtracion. El complejo asi obtenido se
congelé a -26° C durante 24 horas y luego se sumergié en Nitrégeno liquido antes de
su secado por liofilizacion. Los sistemas deshidratados asi obtenidos fueron pulverizados

y almacenados en desecadores al vacio sobre MgClO,,
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II1.2.1.2. Preparacion de los complejos de inclusion con la metil-B-

ciclodextrina e hidroxipropil-p-ciclodextrina.

Los complejos de inclusién sélidos 1:1 del timol y el cinamaldehido con la Metil-B-
ciclodextrina (MBCD) vy la hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) fueron obtenidos
solubilizando en agua 5 o0 10 g respectivamente de las CDs a 50° C con agitacion. A dicha
soluciéon se agregd la cantidad de ligando necesario para obtener los complejos 1:1,
agitando los sistemas a velocidad constante y a temperatura ambiente durante 3 horas.

Las emulsiones resultantes posteriormente fueron deshidratadas por liofilizacién.

II1.2.1.3. Preparacion de las mezclas fisicas de las ciclodextrinas con los
flavores.

Las mezclas fisicas del timol y cinamaldehido con las diferentes CDs en relaciéon 1:1

fueron preparadas mezclando intimamente ambos componentes en un mortero con la

ayuda de un pilén durante 5 minutos. Las mezclas asi obtenidas fueron pulverizadas y

almacenadas en desecadores al vacio sobre MgClO,4 hasta su uso.

II1.2.1.4. Preparacion de las matrices continiias conteniendo timol.
Para la preparacion de las matrices continuas conteniendo el flavor se utilizaron los
siguientes materiales:
e Almidén modificado HiCap 100 (Saporiti Sabores, Argentina).
e Timol (Carlo Erba Reagenti, Rodano, Ml, ltalia).
e Agua bidestilada.
e Tween 80 (Biopack, Argentina)
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II1.2.1.5. Preparacion de las emulsiones conteniendo timol.

Para esto, se prepar6 una solucion al 40% P/P de HiCap 100 en agua bidestilada con
agitacion hasta obtener una solucion clara y transparente. A continuacion, y sin
suspender la agitacion, se agrego6 lentamente 2 g de timol y 50 ul de Tween 80 como
emulsificante (cada 100 ml). La emulsion resultante fue homogeneizada por 1 minuto a
9500 RPM con un Ultraturrax T18 Basic (IKA® Works, Inc., USA) y a continuacion

fue deshidratada por liofilizacion o secado por spray.

II1.2.2. Secado de los sistemas preparados

II1.2.2.1. Liofilizacion

Se distribuyeron 2,5 ml de las distintas soluciones en viales de 5 ml. Los viales se
congelaron a -20 © C durante 24 horas y posteriormente se sometieron a un proceso de
liofilizacion durante 48 horas. Este procedimiento se realizé en un liofilizador ALPHA 1-4
LD2 (Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GMBH Alemania), cuya placa
condensadora opera a -84 °C, a una presion de 0,04 mbar. En la Figura Ill.1 se
muestra el esquema basico del equipo liofilizador empleado. Los sistemas deshidratados
obtenidos se almacenaron en un desecador al vacio sobre MgCIO, (perclorato de

manganeso) hasta su uso.
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1. Bandeja de producto
2. Plato radiante

3. Camara de secado

4. Flujo de vapor

Y — 5. Condensador

@ @ 6. Bomba de vacio

Figura III.1. Esquema basico de un equipo liofilizador como el utilizado.

II1.2.2.2. Secado spray

Las emulsiones utilizando almidon modificado HiCap 100 se secaron también por
secado spray. Dicho proceso fue realizado utilizando un secador spray a escala de
laboratorio, Mini Spray Dryer Buchi B290 (Flawil, Suiza), cuyo esquema de secado en
co-corriente se muestra en la Figura I11.2. Las condiciones operativas del proceso de
secado fueron: temperatura de entrada del aire 98 + 2° C, temperatura de salida del
aire 68 + 2° C, caudal de 8 mL/min, presién de aire 3,2 bar, y didmetro de boquilla de
1,5 mm (Lee y col., 1999). Una vez obtenidos, los polvos se recolectaron en bolsas de
cloruro de polivinilideno (PVDC) que se sellaron y se almacenaron en un freezer a -20°

C hasta su utilizacion.
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1. Toma de aire

2. Calefaccion

3. Entrada de flujo de aire a la camara de secado
4, Boquilla de atomizacion, entrada de producto

5. Ciclon (separa el producto del flujo de aire)

6. Aspirador que genera el flujo de aire

7. Sensor de temperatura, entrada de aire

8. Sensor de temperatura, salida de aire

9. Recoleccion del producto terminado

Figura IIL.2. Esquema del proceso de secado spray en co-corriente en un equipo como el
utilizado en este trabajo. Adaptado de Training Papers Spray Drying, BUCHI Labortechnik AG,
1997 - 2002.

ITI1.2.3. ALMACENAMIENTO
II1.2.3.1. Preparacion de sistemas con diferente contenido de agua.

Con el fin de obtener sistemas con diferente contenido de agua, alicuotas de
aproximadamente 0,5 g de las muestras deshidratas fueron colocadas en viales de
vidrio y almacenados en desecadores al vacio en atmosfera de humedad relativa (HR)
controlada y a 25 °© C. Para esto, fueron empleadas soluciones salinas saturadas de
diferentes HR (Greenspann, 1977; Labuza y col., 1976; Iglesias, 1975).

En cada desecador se colocaron 100 ml. de solucion saturada, con un exceso del 50%
de sal para asegurar que la solucion estuviese saturada al finalizar el ensayo. Esto
altimo se verific6 con un higrometro AqualLab Serie 3 (Decagon Devices, Pullman,

Washington, USA).
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Las sales saturadas (calidad analitica, Merck) fueron seleccionadas de manera de
cubrir el rango de humedades relativas comprendidas entre 11 y 97%, y cuyos valores
son: LiCl (11%), C,H3KO, (22%), MgCl, (33%), KoCO3 (44%), NaBr (58%), NaCl (75%),
KCl (84%), K;SO,4(97%), (Greenspan, 1977).

Las muestras se pesaron periddicamente hasta alcanzar el equilibrio, lo que se verifico
por constancia de peso (diferencias de peso menores a 0,0005 g). El tiempo requerido
para esto varié entre 1 a 3 semanas, dependiendo de la humedad relativa utilizada y
del sistema. A determinados intervalos de tiempo de almacenamiento las muestras se
retiraron para realizar las distintas determinaciones.

En las muestras de alta humedad relativa se verificé la ausencia de crecimiento
fangico, observando con lupa estereoscopica antes de ser utilizadas y descartando

aquellas que presentaran desarrollo de hongos.

I1.2.3.2.Determinacion del contenido de agua en los sistemas estudiados.

Una vez que las muestras alcanzaron el equilibrio, éstas se colocaron en una estufa de
vacio (Mettler-Toledo) durante 48 horas a 96° C en presencia de perclorato de
magnesio como desecante. El contenido de agua de los sistemas se determind por
diferencia de peso entre la masa antes y después del secado (peso humedo y peso
seco) considerandose constancia de peso cuando las diferencias fueron menores que
0.0005 g).

Las condiciones utilizadas (tiempo/temperatura) aseguraron una determinacion
adecuada del contenido de agua en los sistemas bajo estudio (Mazzobre y col, 2001;

Schebor, 2000; Cardona y col., 1997). Las determinaciones se hicieron por triplicado y
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el resultado final informado fue un promedio de las mismas. En todos los casos, el
contenido de agua se expresd en porcentaje en base seca (g de agua/100 g de masa

seca).

II1.2.3.3. Caracteristicas fisicas de las muestras equilibradas.

Las caracteristicas fisicas de las muestras luego de alcanzar el equilibrio, fueron
registradas tomando fotos de dichas muestas, con una camara digital Nikon (Power
Shot A70, USA). Esto permitié evidenciar los cambios estructurales que ocasiona la
sorcion de agua en las muestras durante la equilibracion y al mismo tiempo dejar

constancia del aspecto que presentaban las muestras, al iniciar los diferentes estudios.

II1.2.3.4. Caracterizacion de las isotermas de sorcion de agua.

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

Sin embargo las mas utilizadas son la a la ecuacion de de B.E.T (Brunauer-Emmett-
Teller) y la de G.A.B. (Guggenheim-Anderson-de Boer) que es una extension de la
primera para sistemas que presentan adsorcién en multicapas.

La ecuacion de BET (Ecuaciéon 111.1) es una ecuacién a dos parametros que ha sido
ampliamente utilizada hasta 1985 y cuyo uso fue reomendado por la comisién de
Coloides y Quimica de superficies de la UIPAC, para la evaluacién de los datos de
sorcién en el rango de a, de 0,05 - 0,4. La expresion matemética de dicha ecuacion es

la siguiente:
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m=[ MmCp-aw (111.1)

(1-aw X1+ (Cg -1)ay]
Donde:
m: contenido de agua del sistema en (g de agua /g de masa seca).

mp:  contenido de agua del sistema adsorbido como una monocapa sobre la superficie

del sélido (g de agua /g de masa seca).
Cg: constante relacionada con la energia libre neta de adsorcion:

Si bien el ajuste a los datos experimentales s6lo ocurre hasta una a,, de 0,4, esto
es suficiente para obtener los valores de Cg y my, (Zhang y Zografi, 2000).

La ecuacién de Guggenheim-Anderson-de Boer (GAB), representa una extensiéon de la
ecuacion de BET. Es una ecuacion simple que con sélo tres pardmetros ha demostrado
describir satisfactoriamente los datos experimentales en el rango de actividades de
agua de interés practico (0,1 - 0,9). Debido a que la ecuacion de BET solo es aplicable
hasta una a, de 0,4 y nuestro estudio cubre un rango de a, de 0,22 a 0,97, la
caracterizacion de las isotermas de sorcion se efectué por medio de la ecuacion de GAB.

Dicha ecuacién ha sido utilizada ampliamente para describir la sorcién de agua de
muchos alimentos (Maroulis y col., 1988; Bizot, 1983; Weisser, 1995; Tolaba y col.,
2004, Lomauro y col., 1985; Furmaniak y col., 2009). Ademas ha sido recomendada por
el European Group, COST 90, para el estudio de las propiedades fisicas de alimentos

(Wolf y col., 1985).
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La expresién matematica de la ecuacion de GAB es:

- myCgq.k.ay,
- |a-kay, 1+ kCq - kay, )]

(111.2)

Donde:

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

m,. contenido de agua del sistema adsorbido como una monocapa sobre la superficie

del sélido (equivalente a la monocapa de BET).

Cs: constante relacionada con la diferencia entre el calor de sorcién en la monocapa

con respecto al de multicapa (que es diferente al calor de condensacion del agua pura).

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

multicapa respecto a las del agua pura:

Para obtener las isotermas de adsorcion se graficaron los datos obtenidos del
contenido de agua (m) en funcién de la humedad relativa (HR) en el equilibrio. A partir

del ajuste realizado con la ecuacion GAB se obtuvieron los valores de m,, Cs y k.
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II1.2.4. DETERMINACION DE PROPIEDADES TERMICAS DE LOS SISTEMAS
ESTUDIADOS.

Las transiciones térmicas de todos los sistemas estudiados se determind por medio de
calorimetria diferencial de barrido (DSC). Esto se realiz6 utilizando un equipo Mettler

DSC 822 (Mettler Toledo, Schwerzenbach, Suiza) (Figura I11.3).

Figura III.3. Fotografia del equipo de calorimetria diferencial de barrido.

La muestra se calienta a una velocidad constante en una capsula sellada, y en general
se utiliza una capsula vacia como referencia. El instrumento registra las diferencias en
el flujo de calor entregado por el equipo a la muestra y a la referencia en funcién de la
temperatura y del tiempo.

En los termogramas, las cristalizaciones aparecen como picos exotérmicos y las
fusiones, como picos endotérmicos. En la Figura II1.4 se muestra un termograma

correspondiente al perfil termoanalitico de un sistema huésped-p-ciclodextrina.
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Figura III.4. Perfil termoanalitico de un sistema huésped-BCD realizado por DSC (Calorimetria
Diferencial de Barrido). (Adaptado de Giordano y col., 2001).

La calorimetria diferencial de barrido detecta la transicion vitrea en base al cambio en
la capacidad calorifica (AC,). En la Figura I11.5, se muestra un termograma tipico que
muestra la transicion vitrea, indicando el comienzo, el punto medio y el final de la
misma. El AC, en la transicion vitrea, se evidencia como un cambio en la linea de base

del termograma.
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Figura II1.5. Termograma tipico obtenido por DSC mostrando la transicién vitrea.

II1.2.4.1. Procedimiento

El instrumento se calibro para temperatura, flujo de calor y entalpias de fusion usando
agua tri-destilada (PF= 0.0 °C, A H= 6,013 kJ mol'l), Indio (PF=156,6 °C, A H= 3,28 kJ
mol'l), plomo (PF =327.5 °C, A H= 4,799 kJ mol'l) and zinc (PF= 419,6 °C, A H= 7,32
kJ mol™!) (Roos and Karel, 1991). La muestra deseada (entre 5 y 10 mg) se colocé en
una capsula de aluminio de 40 pL herméticamente cerrado (una capsula vacia y
perforada se empleé como referencia). Todas las mediciones se realizaron a una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min. Esta velocidad de calentamiento se utiliza
comunmente para observar en forma clara transiciones térmicas en biopolimeros (Ablett
y col., 1993; Sopade y col., 2004; Tananuwong y Reid, 2004).

Esta técnica se empleod para verificar la formacion de los complejos de inclusion de las

diferentes CDs con el timol y el cinamaldehido, seguir la liberacibn de los mismos
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durante el almacenamiento, determinar las transiciones vitreas, y otras transiciones

térmicas que pudieran presentar las muestras estudiadas.

II1.2.4.2. Determinacion de la formacion de los complejos, ligando libre y

estabilidad de los complejos.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es utilizado como un método de rutina
gue permite detectar rapidamente, la formacion de los complejos de inclusion (Pinto y
col., 2005).

En la gran mayoria de casos, cuando los termogramas de los complejos muestran la
desaparicion del pico de fusion del huésped se considera que se ha formado el
complejo (Miller y col., 2007). En efecto, cuando el huésped es encapsulado no se
observa energia de absorcién en su punto de fusién. Esto se debe a que como el
compuesto esta rodeado por la ciclodextrina y no interactia con otro compuesto de
inclusidon, no hay una estructura cristalina del huésped que absorba energia. Ademas,
se va a observar un incremento en la temperatura de ebullicion lo que se puede ver con
ambas técnicas (DSCy TGA).

En este caso, la metodologia es casi siempre el mismo: se compara el
comportamiento térmico de los componentes por separado, su mezcla fisica y
finalmente el complejo de inclusion formado, preparado segun una variedad de
procedimientos estandar. El propdsito de esto es evidenciar la diferencia entre la mezcla
fisica y el supuesto complejo de inclusién obtenido (Williams y col., 1998, Pinto y col.,

2005; Miller y col., 2007).
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Para determinar el porcentaje de compuesto o ligando liberado (% L) de los
complejos almacenadas a diferentes HR y 25 °C, se determiné la relacién entre la
entalpia de fusién obtenida en forma dinamica luego del almacenamiento (dentro de los
complejos) y el valor de la entalpia de fusion del ligando puro medido en las mismas
condiciones, utilizado como referencia.

La formula entonces, seria la siguiente:

oL = A1 100 (11 .3)
AHo

donde,

%L = porcentaje de ligando liberado

AHs: calor de fusiéon del timol o del cinamaldehido en los complejos a tiempo t

AHo: calor de fusion del timol o del cinamaldehido en los complejos recién preparados.

Las temperaturas de fusién informadas corresponden a la temperatura a la cual la
curva comienza a desviarse de la linea de base para dar el pico endotérmico de fusién.
Los valores de entalpia de fusion se obtuvieron calculando el &rea de la transicion
endotérmica en relacién a la masa de huesped presente en la muestra.

Las temperaturas y los valores de entalpia (AH, que se expresdé en J/g) de las
transiciones de primer orden (relajaciones entalpicas) se obtuvieron por medio del
programa del equipo de medicién, integrando el area bajo la curva de la transicion. En
el caso del timol, el punto de fusién se encuentra entre 48 y 50 °C (Mourtzinos y col.,

2008) y para el cinamaldehido entre -7,5 °C a -10 °C (Carlotti y col., 2007).
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Para evitar los fendmenos de distorsion que se observan al comienzo y al 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 temperatura esperada para
el inicio de la transicién y finalizando por lo menos a una temperatura 10 °C superior a
dicha temperatura.

El rango de temperatura programado fue desde -40 °C a 100 °C para los sistemas con
timol y desde -100 °C a 120 °C para los sistemas con cinamaldehido, respectivamente
Cada una de las muestras fue calentada a 10 °C/min. Para las muestras de alto
contenido de agua la temperatura final fue menor para evitar la ruptura de la capsula
causada por el incremento de la presién de vapor del agua.

El enfriamiento del equipo se realizé con nitrégeno liquido a una presion en el tanque
de 150 kPa. Una corriente continua de nitrégeno gaseoso de 200 mL/min (medido con
un caudalimetro (Bruno Shillig, Argentina)) fue utilizada para evitar la condensacién de
agua sobre las capsulas y sobre el sensor. Todas las determinaciones se realizaron por
duplicado y se informd el valor promedio. Los termogramas fueron analizados con el

programa STAR® Software v. 6.1 (Mettler Thermal Analysis).

II1.2.4.3. Determinacion de la temperatura de transicion vitrea (Tg).

Las temperaturas de transicion vitrea de de los sistemas estudiados fueron
determinadas en forma dindmica (velocidad de calentamiento 10°C/min.), a partir de
las discontinuidades detectadas en las curvas de flujo de calor versus temperatura (ver

Figuera 111.5). La T4 se consider6 como la temperatura a la cual comienza el cambio en
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el calor especifico (valor “onset”), que se detecta en el termograma como un
corrimiento endotérmico en la linea de base. Se informé el valor promedio de al menos
dos réplicas. La desviacion estandar para la medicion de temperatura de transicidon

vitrea fue de £ 1 °C.

I1I1.2.5. ESTUDIO DE SOLUBILIDAD DE FASES
El estudio de solubilidad de fases de los complejos permitié obtener las constantes de
equilibrio de los complejos (Ke) y los parametros termodinamicos energia libre (AG),

entalpia (AH") y entropia (AS') de formacién del complejo.

II1.2.5.1 Determinacion de las constantes de equilibrio de los complejos

Las constantes de de equilibrio (K¢) del timol y CINAM con BCD y las CDs modificadas
(MBCD y HPBCD) fueron determinados por el método de solubilidad de fases (Higuchi y
Connors, 1965) a 25 °C, 37 °Cy 50 °C. Una cantidad fija en exceso de timol o CINAM
fue agregada a tubos Falcon de 50 ml, conteniendo 10 ml de soluciones acuosas de
CDs de concentraciones crecientes. El rango de concentraciones utilizado varié de
acuerdo a la ciclodextrina. Para la BCD dicho rango fue desde 0 a 0,015 M, mientras
para la MBCD y la HPBCD fue desde 0 a 0,075M. Los tubos Falcon cerrados
herméticamente, fueron colocados en wun bafio termostatizado y agitados
mecdanicamente hasta alcanzar el equilibrio. Se hicieron estudios preliminares con el fin
de determinar el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio y se verifico que el mismo

fue de 120 horas para la BCD, mientras que para la MBCD y la HPBCD fue de 24 horas.
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Para el CINAM el experimento se llevo a cabo en la oscuridad, para evitar su
degradacién fotoquimica.

Las soluciones obtenidas una vez alcanzado el equilibrio, fueron filtradas a través de
un filtro de membrana de 0,45 pm (Millipore). El contenido del componente activo en
el filtrado (mol/l), fue determinado espectrofotométricamente (espectrofotometro, UV-
1203 Shimadzu, Kyoto, Japon) a 275 nm y a 282 nm para el timol y el cinamaldehido
respectivamente. Para determinar dicho contenido previamente se obtuvieron curvas de
calibracién de ambos componentes. En todas las determinaciones espectrofotométricas
se utilizd6 como blanco una solucion de la CDs correspondiente. Los ensayos se
realizaron por triplicado y se informé el valor promedio de los mismos.

Los cambios en la solubilidad del timol y el CINAM obtenidos por la adicion de
distintas concentraciones de CDs (BCD, MBCD y HPBCD), permiti6 obtener los
diagramas de solubilidad fases.

En dichos diagramas se grafica la concentraciéon del ligando en funcién de la

concentracion de las CDs (Figura 111.6).
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Figura II1.6. Diagramas de solubilidad de fases

A partir de los mismos se determiné la estequiometria y la constante de estabilidad de
los complejos resultantes. Las constantes de estabilidad aparente (Ke) fueron estimadas

a partir de la linea recta de los diagramas de solubilidad de fase de acuerdo a la

siguiente ecuacion (Higuchi y Connors, 1965):

_ pendiente
So x (1 - pendiente)

(111.4)

Donde So (solubilidad intrinseca) es la solubilidad del timol o del cinamaldehido en

agua pura y la pendiente es la pendiente de la linea recta del diagrama de solubilidad

de fases.
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II1.2.5.2. Determinacion los parametros termodinamicos: energia libre (AG”),
entalpia (AH") y entropia (AS®) de formacién de los complejos.

En general, se ha aceptado que la principales fuerzas impulsoras involucradas en la
formacién del complejo son: los puentes de hidrogeno entre los grupos oxhidrilos de las
CDs y el compuesto incluido, las fuerzas de Van der Waals entre las CDs y el huésped,
las interacciones hidrofébicas y la expulsién de moléculas de agua de “alta energia” de
la cavidad de la ciclodextrina hacia el medio acuoso externo (Jiang y col., 2010). La
interacciéon hidrofébica implica basicamente cambios positivos de entropia acompafiado
de un cambio positivo leve de la entalpia, mientras que todas las otras fuerzas implican
valores de AH y AS negativos (Jiang y col., 2010). Los parametros termodinamicos (AH"
y AS") de formacion de los complejos de inclusion fueron determinados a partir de la

ecuacion de Van't Hoff (ecuacion II1.5) y graficando In K. en funcion de 1/T.

X Xk
AH* AH (111.5)

El cambio de energia libre que ocurre durante el proceso de inclusién (AG’) fue

obtenido a partir de la ecuacion (111.6):

AG* =-RT InK, (111.6)
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II1.2.6. CINETICA DE LIBERACION DE TIMOL EN LA MATRIZ DE ALMIDON

HICAP 100.

La cantidad de timol superficial, encapsulado y retenido durante el almacenamiento
en la matriz de almidon modificado (HiCap100) fue determinado como se describe en

las siguientes secciones.

II1.2.6.1. Determinacion del timol superficial.

El método de determinacion del timol superficial y encapsulado se basa en que este
es lipofilico y entonces soluble en hexano mientras que la matriz de almidén es
hidrosoluble.

El timol superficial se determind mediante el lavado de alicuotas de 0,025 g de las
muestras en estudio con 2 ml de hexano en tubos de vidrio, y posterior agitacion
durante dos minutos en un vortex. Este tratamiento result6 adecuado para remover
todo el timol presente en la superficie. (Mourtzinos y col., 2008). A continuacion los
polvos se separaron del solvente por decantacién y filtracion. La absorbancia en la fase
organica fue medida en una cubeta de cuarzo a 275 nm con un espectrofotometro UV—
Vis (UV-1203 Shimadzu). Se ha encontrado que esta longitud de onda corresponde a la
maxima absorbancia del espectro timol entre 200 y 600 nm, y coincide con los
resultados obtenidos por Mourtzinos y col., (2008). Una curva estandar fue obtenida
midiendo la absorbancia de soluciones de timol de diferente concentracion en hexano.

Como blanco se uso una cubeta con hexano.
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II1.2.6.2. Determinacion del timol encapsulado inicial

El timol encapsulado se determind dispersando los polvos remanentes del lavado
superficial, con 2 ml de agua y agitando durante dos minutos en un vortex (con el fin
de disolver la matriz y poder liberar el timol encapsulado). Este tratamiento se repitié 2
veces. A continuacién se agregaron 4 ml de hexano, se agité dos minutos en un vortex
y se dejo en reposo durante 30 minutos con el fin de lograr una separacion nitida de las
fases. La fase organica fue separada de la acuosa con una pipeta Pasteur y la cantidad
de timol presente en la misma se determiné con un espectrofotometro midiendo la
absorbancia 275 nm.

La eficiencia de encapsulacion (EE) durante el proceso de liofilizacion se calcul6 con la

siguiente formula (ecuacion 111.9):

g de timol encapsulado

EE = 100 (.7
g de timol totales agregados a la matriz

II1.2.6.3. Determinacion del timol encapsulado durante el almacenamiento.
Con el fin de determinar la cantidad de timol remanente en la matriz durante el
almacenamiento, a intervalos de tiempo determinados se extrajeron muestras
equilibradas a diferentes HR durante 120 dias y se determino el timol superficial y
encapsulado segln lo descripto en las secciones |11.2.6.2 y 111.2.6.3 respectivamente.
Esto permitié calcular el porcentaje de retencion (%R) a cada tiempo. El mismo se

determiné dividiendo el EE a cada tiempo por el valor del EE inicial.

116



III.2.7. CARACTERIZACION DE LOS SISTEMA SOLIDOS

Iii.2.7.1. Microscopia Electronica De Barrido (SEM)

El Microscopio electrénico de barrido es una herramienta que permite la observacion y
caracterizacion superficial de materiales inorganicos y organicos y proporciona
informacion morfologica del material analizado, utilizando un haz de electrones para
formar una imagen (He y col., 2008, Utsuki y col., 1996).

Tiene una gran profundidad de campo, la cual permite que se enfoque
simultdneamente una gran parte de la muestra. Su alta resolucion posibilita estudiar la
morfologia de particulas de muy pequefio tamafio (~100 A) y obtener una vision
tridimensional, que puede ser identificativa. La morfologia se entiende como la forma
que adquiere la materia cuando se divide finamente, en funcién de su estructura y de
los procesos de cambio que induce dicha forma (Beddow, 1986). En efecto cuando se
realiza un barrido en una mezcla fisica de productos, como una ciclodextrina y un
ingrediente activo, las microfotografias obtenidas van a mostrar particulas de diferente
morfologia y tamafio. Por el contrario, los complejos de inclusion de CDs van a
presentar grandes masas de particulas iguales (Ribeiro y col., 2003). Es decir, que
permite determinar si la inclusién ocurrio.

Las caracteristicas microestructurales de los distintos sistemas estudiados se
analizaron utilizando un microscopio electrénico de barrido con un cafidn de electrones
por emision de campo (FEG-SEM) de la firma Carl Zeiss NTS, modelo Supra 40
(Alemania) con detector InLes y con una columna GEMINI® de tercera generacion que

permite obtener una imagen topografica clara de la muestra (Figura 111.7.).
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Las muestras se colocaron en un soporte de aluminio, utilizando el apoyo de una cinta
adhesiva bifaz de carbén conductor y luego se recubrieron con nanoparticulas de oro
(Cressington Scientific Instruments 108 Sputter Coater). Las imagenes se tomaron con
el detector dentro de la lente, utilizando un voltaje de aceleracion de 3,00 kV. a

temperatura ambiente y en un rango de 100 a 10.000 X.

Figura III.7. Microscopio electronico de barrido Zeiss Supra 40.

II1.2.7.2. Difractometria de Rayos-X (DRX).
La difraccion de Rayos X es una técnica analitica que permite estudiar la estructura
interna de los sélidos cristalinos. Se basa en el hecho de que, en funcién de su

estructura interna y de los tipos de &omos que la componen, cada fase cristalina tiene

un difractograma propio y caracteristico.
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Los rayos x son ondas electromagnéticas, al igual que la luz visible, pero con una
longitud de onda mucho menor, en el intervalo comprendido entre 0.1 y 10 A, por lo
gue se trata de radiaciones ionizantes muy energéticas.

Los rayos X se generan normalmente mediante tubos a vacio, donde un filamento de
wolframio (catodo) es sometido a una corriente eléctrica de varios mA, estableciéndose
una diferencia de potencial de varios kV entre ese catodo y un anodo metalico,
habitualmente de cobre. En esas condiciones, se produce la emision de electrones
desde el catodo, que impactan con mucha energia en el &nodo, arrancando electrones
de las capas internas de la estructura electronica del metal que constituye el catodo

Por otro lado, en la materia cristalina los &tomos estan dispuestos de una manera
ordenada y periodica en el espacio, formando planos cristalinos que estan separados un
valor constante. Estos espaciados son de la misma magnitud que la longitud de onda de
los RX y cada plano difractara a un angulo de incidencia determinado, 6, por lo cual, los
rayos incidentes pueden difractarse por las redes cristalinas de acuerdo con la Ley de

Bragg, Ecuacién 111.8.

m. = 2dsernd (111.8)

Donde n es el orden de reflexién, Ala longitud de onda de los rayos X, d la distancia
interplanar de la red cristalina 'y 6 el angulo de difraccion.
El detector de RX es un dispositivo que convierte la radiacion emitida en impulsos

eléctricos, de modo que puedan ser procesados mediante un contador electrénico
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puntual o lineal, y ser representados graficamente en forma de intensidad (eje vertical)
frente al angulo 26 (eje horizontal) recorrido por el detector.

El difractograma de una fase cristalina muestra un fondo continuo al que se le
superponen una serie de “picos” o maximos de difraccion, también llamados
“reflexiones”, dispuestos en determinados valores del angulo 26, directamente
equiparable al valor interplanar. Su intensidad o altura se suele asignar de manera
relativa, dando una intensidad del 100% al pico mas alto y el resto proporcionalmente.

El nimero y la posicion de los maximos de difraccion en el difractograma son el
resultado de la simetria interna de la fase cristalina y de la celda unidad (que se define
como la porcion mas simple de la estructura cristalina que al repetirse mediante
traslacion reproduce todo el cristal). La intensidad de las reflexiones depende de la
cantidad y tipo de atomos de la celda unidad. La anchura de las reflexiones es funcion
de la configuracion del difractémetro y de diferentes caracteristicas inherentes a la
muestra, como el tamafio del cristal o la existencia de microtensiones en la estructura
(Sanguesa, 2007). Un difractograma estandar utilizado para identificacion puede
medirse en menos de una hora, con lo cual es un método de analisis rapido.

Asi, la técnica de difraccion de RX es util ya que si el complejo de inclusion se ha
formado, el difractograma obtenido va a mostrar un patrén de tipo halo (Ribeiro y col.,
2003), con picos difusos y anchos, caracteristicos de un compuesto amorfo. Dicho
difractograma difiere de las sefiales obtenidas para el compuesto activo y la CD puros

(Ning y col., 2005; Chen y col., 2006).
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Se realizaron analisis de difraccidn por rayos-X sobre los distintos sistemas utilizando
un difractobmetro Siemens D5000 (ver Figura 111.8), modo 6 -26, radiacién de CuKa (A=
1.5406 A) y un monocromador de grafito, desde 5 a 50 grados (con un paso de 0,02
grados a 0.7 segundos por paso). Se empled el software Diffract AT para resolver los

picos de difraccion.

Figura III.8. Difractometro de rayos X Siemens D5000.

II1.2.7.3. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

La técnica de FTIR se emplea para la elucidacion estructural del complejo huésped:CD
formado y ayuda a demostrar qué parte de la molécula del principio activo se encuentra
dentro o fuera de la cavidad de la ciclodextrina (Manolikar y Sawant, 2003; McMullan y
col., 1973). En los espectros infrarrojo aparecen absorciones a frecuencias

caracteristicas, que pueden atribuirse a grupos quimicos especificos (Stuart, 2004).
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La espectroscopia infrarroja es la rama de la espectroscopia que estudia las
interacciones de la materia con la region infrarroja del espectro electromagnético. Se
basa en el hecho de que los enlaces quimicos de las sustancias tienen frecuencias de
vibracion especificas, que corresponden a los distintos niveles de energia de la
molécula. Estas frecuencias dependen de la forma, de la superficie de energia potencial
molecular, de la geometria molecular, de las masas atémicas y, posiblemente, del
acoplamiento vibracional.

Para el analisis de los distintos sistemas de estudio se utilizd el método de ATR o de

reflectancia total atenuada.

II1.2.7.3.1 Reflectancia Total Atenuada (ATR).

En la técnica ATR (Attenuated Total Reflection) lo mas interesante es que el haz
incide por detras de la muestra, y al tratarse de una interfaz donde el medio externo
tiene una densidad Optica menor que la del medio donde incide, la radiacion sufre
reflexion total (Figura 111.9) (Bruker optics, 2009).

La presencia en la superficie de moléculas que absorben radiacion produce una
atenuacion de la radiacion reflejada. Este hecho tiene lugar porque el medio absorbente
cambia el indice de refraccion local, lo que hace que parte de la radiacion penetre en el
medio menos denso y sea, por lo tanto, atenuada, de ahi el origen de la denominacién

de esta técnica.

122



punta de
diamante

muesira

\VAV) fuente IR _ '

Element mo

A
— destector

Figura IIL.9. Figura del equipo ATR.

Esta técnica se utilizo para determinar las posibles interacciones entre el timol y
CINAM con las distintas CDs, y del timol con HiCap 100. Las mediciones fueron
realizadas en un espectrofotometro FTIR Nicolet Magna Systems 560 (Thermo Electron
Corporation GMBH), con detector MCT/A refrigerado con nitrégeno liquido, con un
accesorio Spectra-Tech Foundation Thunderdone ATR (Spectra-Tech, Inc., Estados
Unidos de América) de simple reflexion con cristal de diamante-Se/Zn y un angulo de
incidencia de 45 °. No se aplicé la correccion ATR disponible en el programa (que
permite comparar los espectros ATR con los obtenidos por transmision) debido a que no
se requeria dicha comparacién. Se utiliz6 este accesorio debido a que los sistemas
pueden ser analizados directamente sin ninguna manipulacion. El banco 6ptico fue
purgado con aire seco libre de CO, durante el analisis, y los espectros fueron tomados
en el modo reflexién entre 675 y 4000 cm™, adquiriendo 64 escaneos como promedio
con resolucién de 4 cm™' y con una apertura de 31.

El andlisis espectral fue realizado usando el programa Omnic version 7.3 (Thermo
Electron Corporation Gmbh); en este caso, la region de la “huella digital” (finger print
region), que se extiende desde los 400 hasta los 1500 cm™, muestra las bandas

correspondientes a cada uno de los sistemas estudiados y es aquella en que se
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focalizara el andlisis. Las muestras analizadas fueron los polvos deshidratadas obtenidas

por liofilizacién.

II1.2.8. TRATAMIENTO MATEMATICO DE LOS DATOS.

El célculo de los parametros de las regresiones lineales y no lineales y sus desvios
estandar, el modelado de los datos experimentales, como asi también la normalizacion
de los espectros infrarrojos se realizé utilizando programas provistos por la biblioteca
Graph Pad Prism (V5.1). Estos programas minimizan el cuadrado de la diferencia entre
los valores predichos y experimentales. Ademas como complemento se utiliz6 Microsoft

Excel 2007 (Microsoft Corporation) para Windows XP.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION



Resultados y Discusion

IV.1 ESTUDIO DE LOS COMPLEJOS EN SOLUCION
IV.1.1. SOLUBILIDAD DE FASES

El estudio de solubilidad de fases de los complejos permitié obtener las constantes de
equilibrio de los complejos (Ke) y los pardametros termodinamicos: energia libre (AG),

entalpia (AH') y entropia (AS') de formacién del complejo.

IV.1.1.1. Determinacion de las constantes de equilibrio de los complejos

Las constantes de equilibrio (K¢) del timol y cinamaldehido con la B-ciclodextrina y las
CDs modificadas (metil-B-ciclodextrina e  hidroxipropil-B-ciclodextrina)  fueron
determinadas por el método de solubilidad de fases (Higuchi y Connors, 1965) a 25° C,
37° Cy 50° C, de acuerdo con la técnica descripta en la seccion [11.2.5.1 de Materiales
y Métodos.

En la Figuras 1V.1la y 1b; Figuras IV.2a y 2b y Figuras IV.3a y 3b se muestran los
diagramas de solubilidad de fases del timol y el CINAM con la BCD, HPBCD y MBCD
respectivamente. En dichos diagramas se grafica la concentracion de timol o
cinamaldehido en funcién de la concentracién de la BCD a 25, 37 y 50° C.

Todos los diagramas muestran que la solubilidad del timol y del CINAM se incrementa
linealmente con la concentracién de CD, sin formacién de precipitado en el rango de
concentraciones de CDs usado. Este comportamiento ha sido denominado como de tipo
A_ (Higuchi y Connors, 1965). Este incremento de solubilidad esta relacionado con la

capacidad de las CDs de incluir al timol y al CINAM. La pendiente de los diferentes

126



graficos fueron todas menores que 1, lo que indicaria la formacién de complejos 1:1

(Higuchi y Connors, 1965).
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Figura IV.1. Diagramas de solubilidad de fases del timol (a) y del CINAM (b) con la BCD (en
concentraciones molares) a 25, 37 y 50° C. Las barras de error representan la desviacion
estandar (en los casos en que no son visibles se encuentran ocultas por el simbolo).
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Figura IV.2. Diagramas de solubilidad de fases del timol (a) y del CINAM (b) con la HPBCD a
(en concentraciones molares) 25, 37 y 50° C. Las barras de error representan la desviacion
estandar (en los casos en que no son visibles se encuentran ocultas por el simbolo).
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concentraciones molares) a 25, 37 y 50° C. Las barras de error representan la desviacion
estandar (en los casos en que no son visibles se encuentran ocultas por el simbolo).
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Los resultados obtenidos coinciden con lo sefialado en la Introduccion (seccion
1.4.2.3), donde se comentd que para los flavores, la estequiometria informada en la
mayoria de los trabajos es 1:1 (Szente y Szejtli, 2004).

A partir de la linea recta de los diagramas de solubilidad fueron estimadas las
constantes de estabilidad aparente (K;) de acuerdo con la ecuacion I11.4 (Materiales y
Métodos) (Higuchi y Connors, 1965):

_ pendiente (111.4)
~ Sox (1- pendiente)

e

donde S, (solubilidad intrinseca) es la solubilidad del timol o del cinamaldehido en agua

puray pendiente es la pendiente de la linea recta del diagrama de solubilidad de fases.
En la Tabla IV.1 se muestran los valores de S, y de las constantes de solubilidad (Ke)

de los complejos del timol con la BCD, HPBCD y MBCD y en la Tabla IV.2 los

correspondientes al CINAM, a 25, 37 y 50° C obtenidos a partir de la ecuacion |11.4.

Tabla IV.1. Valores estimados de la solubilidad intrinseca (S,) y de las constantes de
estabilidad, K. para los complejos del timol con BCD, HPBC y MBCD a 25, 37 y 50° C vy sus
correspondientes desviaciones estandar (o).

BCD HPBCD MBCD
T* Sot Os Ke T Oke So t Oso Ke £ Oke Sot Oso Ke £ Oke
(°C) | (10°Mm) () (10°M) (M) (10°m) (M)

25 11+1 664 + 28 321 233+ 11 30+ 2 392 + 20
37 29+1 323+ 15 32+2 200+ 10 322 251 + 23
50 41 + 2 270 £ 13 51+2 21+1 51+3 200 £ 14

* T: temperatura
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Tabla IV.2. Valores estimados de la solubilidad intrinseca, S, y de las constantes de
estabilidad, K. para los complejos del CINAM con BCD, HPBC y MBCD a 25, 37 y 50° Cy sus
correspondientes desviaciones estandar (o).

BCD HPBCD MBCD
T* Sot Oso Ke toke Sot Oso Ke + oke Sot Oso Ke + oke
(°c) | (10°m) (M) (10°M) (M) (10°M) (M)
25 1,6+0,1 374 +18 18 £ 0,7 242 + 12 13+1 294 + 18
37 2,2+0,1 262+10 18 £0,8 173+ 8 14+ 1 233+ 18
50 3,9+0,2 178 + 8 332 51+2 14 +1 141 + 11

* T: temperatura

La BCD, la HPBCD y la MBCD muestran distintas afinidades hacia el timol y el CINAM,
como lo indican los valores de K.. Asi, el grado de interaccion de ambos compuestos
con las diferentes CDs fue en el orden: BCD> MBCD> HPBCD. En efecto, las K¢ de los
complejos de BCD fueron mayores que los de MBCD, y estas mayores que las
correspondientes a la HPBCD (Tablas IV.1 y 1V.2). Ademas, la magnitud de dicho
incremento fue funcion de la temperatura y del compuesto incluido. Asi, para ambos
compuestos, a 25 °Cy 37 °C el valor de K, de la BCD es entre 1,5 a 2,5 mayor que los
de los complejos de MBCD y la HPBCD. Por otra parte, a 50°C los valores de K¢ para los
complejos con BCD fueron 10 veces superiores para el timol y 4 veces para el CINAM
respecto de la HPBCD. A su vez, si se compara los complejos de BCD respecto a los de
MBCD, los valores de K¢ a 50°C son 1,5 veces mayores (guardan una relacion similar
gue a 25y 37°C). Las Figuras 1V.4a (timol) y 1V.4 b (CINAM) sintetizan gréaficamente la

descripcidn precedente.
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Figuras IV.4. Constantes de equilibrio de la BCD, MBCD y HPBCD con el timol (a) y con el
CINAM (b) a 25, 37 y 50° C.

Estos resultados se podrian atribuir a que la derivacién de la CD con grupos alquilo o
hidroxialquilo produce una barrera estérica que dificulta la entrada del huésped dentro
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de la cavidad de la CD y que este efecto es mayor cuando mayor es el tamafo del
grupo adicionado. Jiang y col., (2010) hallaron resultados similares para los complejos
el cinamaldehido (contenido en el aceite esencial de Ginnamomum laureirii) con metil e
hidroxi-propil-B-ciclodextrinas.

Ademas, los valores de las K. de los complejos timol-BCD, fueron mayores que los
correspondientes a los complejos CINAM-BCD a todas las temperaturas. Esto se puede
atribuir a que el grupo lateral C=C-CHO (del CINAM), que posee un grupo insaturado,
hace que la molécula sea menos flexible lo que dificulta su entrada en las CDs
(Rekharsky y Inoue, 1998). En el caso de la HPBCD, a 25y 37° C no existen diferencias
significativas mientras que a 50° C existe mayor afinidad de la HPBCD por el CINAM
gue por el timol, ya que a 50° C el aumento de la temperatura compensa dicho efecto
negativo. Esto demuestra que las interacciones especificas ciclodextrina-huésped
juegan un papel importante en el valor de las constantes de equilibrio pero los efectos
estéricos también son importantes (tamafio y geometria del ligando y la ciclodextrina

(Jain y Adeyeye, 2001)).

IV.1.1.2. Termodinamica del proceso de inclusion

El estudio de la termodindmica del proceso de inclusion es importante ya que permite
determinar la naturaleza de las interacciones entre la CD y el huésped.

La afinidad del huésped hacia las diferentes CDs depende de numerosos factores a

saber: polaridad, tamafio y forma, tanto de la CD como del huésped y la capacidad de
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formar uniones por puente de hidrégeno (Martin del Valle, 2004; Jiang y col., 2010;
Singh y col., 2002).

En general, se ha aceptado que la principales fuerzas impulsoras involucradas en la
formacién del complejo son: los puentes de hidrégeno entre los grupos oxhidrilos de la
BCD y el compuesto incluido, las fuerzas de Van der Waals entre la BCD y el huésped,
las interacciones hidrofdbicas y la expulsidn de moléculas de agua de “alta energia” de
la cavidad de la BCD hacia el medio acuoso externo (Jiang y col., 2010). La interaccion
hidrofébica implica basicamente cambios positivos de entropia acompafiado de un
cambio positivo leve de la entalpia, mientras que todas las otras fuerzas implican
valores de AH y AS negativos (Jiang y col., 2010; Tong, 2001). Todos estos factores
influyen en la solubilidad del compuesto incluido y en las constantes las de estabilidad
de los complejos formados.

La reaccion total de inclusion incluye una serie de etapas elementales tales como
desolvatacion del huésped y de la cavidad interna de la CD, cambios conformacionales
del huésped y la CD, union del huésped y la CD, reorganizacion del solvente fuera y
dentro de la cavidad de la CD y finalmente relajacion estructural del complejo. (Al
Omari y col., 2007; Lo Meo y col., 2003)

Como se observa en las tablas 1V.1 y 1V.2, los valores de las constantes de equilibrio
(Ke) disminuyen al aumentar la temperatura, lo que indica que el proceso de formacion
del complejo es exotérmico. Estos resultados concuerdan con los reportados por

Mourtzinos y col. (2008) y Karathanos y col. (2007).
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Los parametros termodinamicos entalpia (AH") y entropia (AS") de formacion de los
complejos de inclusién se determinaron a partir de la dependencia de las constantes
aparentes de formaciéon de los complejos (Kg) con la temperatura. Para ello se utilizé la
ecuacion de Van't Hoff (Ecuacion IV.1) y se graficé In K en funcion de 1/T (Tommasini

et al., 2004).

AH* AS* V.1

RT R

Donde R es la constante universal de los gases y T es la temperatura absoluta en
grados Kelvin.

Los valores correspondientes de AH" y AS" fueron obtenidos partir de la pendiente y
de la ordenada al origen respectivamente de dichos gréficos. El cambio de energia libre

que ocurre durante el proceso de inclusién (AG') se obtuvo a partir de la ecuacion 1V.2

AG" = -RTInK, V.2

Los valores obtenidos a partir de la Ecuacion IV.1 (AH" y AS") y Ecuacién 1V.2 (AG")

se muestran en la Tabla 1V.3.
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Tabla IV.3. Parametros termodinamicos (AH®, AS"y AG) determinados para la reaccion de
formacion de los complejos de la BCD, MBCD y la HPBCD con timol y cinamaldehido y su
correspondiente desviacion estandar (o)

Complejo AG 35t 64625 AG 37204637 AGspr0s650 AH o4y AS *ous
(K3 /mol) (KJ/mol) (KJ/mol) (K3/mol) (3/K mol)

Timol-BCD -16,1 + 0,7 -15,1 + 0,7 -15,8+ 0,8 -20,1£0,8 -14,4x0,4
CINAM-BCD -14.7 £ 0,7 -14.4 + 0,7 -13,9+ 0,7 -24+1 311
Timol-HPBCD -13,7 £ 0,6 -13,8 £ 0,.6 -8,13+0,4 -98 £ 4 -274 +£ 11
ZINAM-HPBCD  -13,8 £ 0,6 -13,4+0,5 -10,53 £ 0,4 -63£3 -162 £ 6
Timol-MBCD -14,8 + 0,6 -14,2 + 0,5 -14,22 £ 0,7 -22+1 -23t1
CINAM-BCD -14,1 £ 0,7 -14,0 +0,5 -13,28 £ 0,8 -24t1 -31+£2

Estos resultados muestran que ambos compuestos tienen una tendencia marcada a
formar complejos de inclusién con todas las CDs (BCD, MBCD y HPBCD). Los valores
negativos de entalpia indican que el proceso de interaccion de las CDs con ambos
huéspedes es exotérmico. Los valores de entropia, también fueron negativos en dicho
proceso. Este ultimo comportamiento puede ser atribuido a que la formacion del
complejo causa una disminucion de los grados de libertad translacionales y rotacionales
del complejo comparados a los de las moléculas libres, dando lugar a un sistema mas
ordenado (Tong, 2001). Estos resultandos (de acuerdo a lo comentado anteriormente)
indicarian, que las principales fuerzas impulsoras involucradas en la reaccion de
inclusién son las fuerzas de Van der Waals y la expulsién de moléculas de agua de alta

energia del interior de la cavidad de la CDs, ya que las interacciones hidrofébicas
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implican  basicamente cambios positivos de entropia acompafiado de un cambio
positivo leve de la entalpia (Tong, 2001; Jiang y col., 2010). Similares resultados
fueron hallados por Karathanos y col., (2007). Este tipo de comportamiento da lugar
también a una compensacion entalpia-entropia (Al Omari y col., 2007; Charumanee y

col., 2006).

IV.1.1.3. Efecto compensacion entropia-entalpia

Para que la reaccion de formacion del complejo sea espontanea, ademas que el
cambio de energia libre de Gibbs sea negativo, debe existir una contribucién entrépica o
entélpica que expligue este resultado. La Figura IV.5 muestra el aporte de ambos
parametros a la espontaneidad del proceso de inclusion para cada complejo a 25° C. Se
puede apreciar que en todos los casos el factor que contribuye a la espontaneidad de la
reaccion es el término entalpico ya que el término -TAS es positivo pues la entropia es
negativa como se menciond anteriormente. Sin embargo, la magnitud en que ambos
términos contribuyen varia segun el complejo.

Se puede observar que la modificacion de la CD produce cambios en la magnitud
relativa de los efectos entalpicos y entrépicos a la espontaneidad del proceso de
inclusién. Asi, mientras que para la BCD y la MBCD los valores de AH® fueron
significativamente mayores que el término -TAS' (Figura IV.5) para la HPBCD en cambio

los valores de -TAS" fueron aproximadamente iguales a los valores de de AH".
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Figura IV.5. Contribucion de la entalpia y entropia a la espontaneidad de la reaccién a 298 K

IV.2. ESTUDIO DE LOS SISTEMAS SOLIDOS

IV.2.1. DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES TERMICAS DE LOS
SISTEMAS ESTUDIADOS.

Como ya se describio en Materiales y Métodos la Calorimetria Diferencial de Barrido se
empled para verificar la formacion de los complejos de inclusion de las diferentes CDs
con el timol y el cinamaldehido, seguir la liberacion de los mismos durante el
almacenamiento, determinar las transiciones vitreas, y otras transiciones térmicas que

pudieran presentar los sistemas solidos estudiados.
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IV.2.1.A. Determinacion de las propiedades térmicas de las ciclodextrinas y

los complejos de inclusion.

IV.2.1.A.1. Confirmacion de la formacion de los complejos de inclusion de la

BCD, MBCD y la HPBCD.

Antes de confirmar la formacion de los complejos se considerd de interés determinar
los termogramas de las CDs puras, ya que el mismo puede proporcionar informacién
respecto a la estructura de las mismas.

En la Figura 1V.6 se muestran los termogramas de la BCD, MBCD y HPBCD. El
termograma de la BCD pura presenté un pico endotérmico que se inicia a alrededor de
93° C debido posiblemente a la eliminacién del agua de solvatacion (Hedges, y McBride,
1999; Giordano y col., 2001). En cambio la MBCD y la HPBCD ademas de los picos de
eliminacion de agua que comienzan a 118° Cy 165° C respectivamente presentaron
una Tg a 110° C (MBCD) y a 124° C (HPBCD). Estos resultados confirman que la BCD
es cristalina mientras que la MBCD y la HPBCD son amorfas. Similares resultados

encontraron Mazzobre y col. (2010).
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Figura IV.6. Termogramas de la BCD, MBCD e HPBCD a 0% de HR. En la misma se indican los
picos de fusion y las temperaturas de transicion vitrea (T).

Para verificar la formacion de los complejos de inclusién con las diferentes CDs se
utiliz6 la Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) de acuerdo a la metodologia
descripta en la seccion 111.2.4.2 de Materiales y Métodos.

La Figura IV.7a muestra los termogramas obtenidos por DSC, para el timol y los
complejos timol-CDs 1:1. El termograma del timol muestra un pico endotérmico en un
rango de temperatura de 48 a 52° C que corresponde a su punto de fusion, mientras
gue en la curvas de los complejos timol-CDs dicho pico desaparecié (Figura I1V.7 a).
Mourtzinos y col. (2008) encontraron un valor similar en un estudio sobre la estabilidad

de monoterpenos encapsulados en BCD y matrices de almidon. Un comportamiento
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similar presentaron los complejos CINAM-CDs 1:1. (Figura I1V.7 b). A temperatura
ambiente el cinamaldehido se encuentra en estado liquido y durante el proceso de
enfriamiento hasta -100°C cristaliza. Entonces, luego durante el calentamiento de -100
a 120° C se observo en primer término un pico de cristalizacion (exotérmico) a -28° C
seguido de un pico de fusion a una temperatura aproximada de -10° C. Estos valores
son similares a los hallados por otros investigadores (Carlotti y col., 2007). Dichos picos
desaparecen completamente en los complejos CINAM-CDs 1:1. Esto es una fuerte
evidencia de la formacion de los complejos de inclusion. En efecto la desaparicion
completa de los picos térmicos de las moléculas huéspedes, cuando son examinadas
como complejos, es generalmente considerada como una prueba real de inclusion
(Karathanos y col., 2007; Pralhad y Rajendrakumar, 2004; Ribeiro y col., 2003;

Williams, 1998).

141



0
a
-1- ~ ( timol
-2+ timol-BCD
= -3
= timol-MBCD
-4-
timol-HPBCD
5 ..
-6 . . . . . , :
-70 -45 -20 5 30 55 80 105

Temperatura (°C)

M
0.5
CINAM
0.0=
2 05- f CINAM-BCD
=
-1.0+
CINAM-MBCD
‘1.5- .’lla.. ....... -
.................. ...... CINAM-HPBCD
-2.0 T T T T T T T T i .l.
2100 75 -50  -25 0 o5 50 75 100 125

Temperatura (°C]

Figura IV.7. Termogramas del a) timol y sus complejos con BCD, MBCD e HPBCD y b)
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IV.2.1.A.2. Determinacion de la liberacion del flavor de los complejos de

inclusion durante el almacenamiento.

Debido a que los flavores encapsulados son generalmente almacenados durante
extensos periodos de tiempo antes de ser utilizados en alimentos y bebidas, es
importante determinar no solo la retencién inicial del componente activo en la cavidad
de las CDs o la matriz, sino también determinar la cantidad retenida en funcion del
tiempo. Con este objetivo a intervalos de tiempo determinados se tomaron muestras y
se determind el porcentaje de compuesto o ligando liberado (% L) de los complejos
almacenados a diferentes HR y 25° C. Para calcular dicho porcentaje se utilizé la
calorimetria diferencial de acuerdo a la técnica descripta en la seccion 111.2.4.2

(Materiales y métodos) utilizando la formula (111.3):

%L = A—Hs.loo (111 .3)
AHo

donde,
% L. porcentaje de ligando liberado.
AHs: calor de fusion del timol o del cinamaldehido en los complejos a tiempo t

AHo: calor de fusion del timol o del cinamaldehido en los complejos recién preparados.
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Dicho estudio reveld, que la cantidad de timol y CINAM liberada de sus respectivos
complejos de inclusién fue funcién de la HR, del tipo de CD, compuesto encapsulado y
del tiempo de almacenamiento.

Se observé, que en el caso de la BCD durante 84 dias de almacenamiento, el timol y
el cinamaldehido fueron liberados de sus respectivos complejos de inclusion solamente
a84y97% de HR.

En la Figura 1V.8 a y b, a modo de ejemplo se muestran los termogramas de los
complejos de CINAM-BCD a 84% y 97 % HR respectivamente, a diferentes tiempos de

almacenamiento.
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Los complejos de la MBCD y HPBCD con el timol mostraron un comportamiento
totalmente diferente a los de la BCD ya que la liberacion del huésped ocurrié aian a
bajas HR 'y como en el caso de la BCD fue funcidn del tiempo.

En la Figura IV.9 a y b se muestran los termogramas de los complejos timol-MBCD y
timol-HPBCD respectivamente, luego de 3 meses de almacenamiento a 25°C. Los
termogramas obtenidos muestran, en el rango de 48-50° C el pico correspondiente a la
fusion del timol, lo que indica que el mismo se liber6 del complejo. Ademas, se observa
gue la magnitud de dicho pico es funcion de la HR y de la naturaleza de la CD. En la
Figura 1V.10 a y b se muestran los termogramas correspondientes a los complejos
CINAM-MBCD y CINAM-HPBCD respectivamente durante 3 meses de almacenamiento.
Se observa que dichos complejos presentaron un comportamiento similar a los de la
BCD y la liberacion del huésped ocurre solo a 84 y 97% de HR. No obstante es
necesario aclarar, que pasados los 3 meses de almacenamiento, como veremos mas
adelante (Seccién 1V.2.5, estabilidad), la desencapsulacién ocurre también a bajas HR.

Esto demuestra el rol importante que juega en el equilibrio de formacion del
complejo, el agua y polaridad, tamafio y forma, tanto de la CD como del huésped y la
capacidad de formar uniones por puente de hidrégeno (Jiang, 2010; Martin del Valle,

2004; Singh y col., 2002).
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Figura IV.9. Termogramas obtenidos por DSC del complejo timol-MBCD (a) timol-HPBCD (b) a
diferentes HR a 3 meses de almacenamiento a 25°C.
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Figura IV.10. Termogramas obtenidos por DSC del complejo CINAM-MBCD (a) CINAM-HPBCD
(b) a 3 meses de almacenamiento a 25°Cy a diferentes HR.
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Ademas, como en el caso de la BCD la cantidad de timol o CINAM liberado del

complejo se incremento a lo largo del tiempo. En la Figura IV.11 se muestran los

termogramas de los complejos de timol-MBCD, timol-HPBC, CINAM-MBCD y CINAM-

HPBCD a 97% de HR y diferentes tiempos. En dichos gréficos se puede apreciar que el

pico de fusion del timol (50° C) y del CINAM (-10° C) se incrementa al aumentar el

tiempo de almacenamiento y que dicho incremente fue diferente segun la CD o el

huésped.
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Figura IV.11. Termogramas obtenidos por DSC para los complejos timol-MBCD, CINAM-MBCD,
timol-HPBCD y CINAM-HPBCD a 97% HR y a distintos tiempos de almacenamiento a 25°C.
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IV.2.1.A.3. Determinacion de las temperaturas de transicion vitrea de la
MBCD, HPBCD y sus complejos de inclusion con timol y cinamaldehido.

Como ya se sefalé en la seccién 1V.2.1.A.1, la MBCD, la HPBCD y sus complejos con
timol y CINAM son amorfos y presentan transiciones vitreas. Por lo tanto se considero
de interés determinar las transiciones vitreas de los complejos correspondientes: timol-
MBCD, CINAM-MBCD, timol-HPBCD y CINAM-HPBCD para verificar si la inclusion del
huésped en la CD modifica dichas transiciones. En la Figura 1V.12 se muestran los
termogramas de los complejos a diferentes HRy en la Figura 1V.13 los termogramas de
la MBCD. Se observa, que en todos los casos los valores de T4 disminuyen al aumentar

la HR de la matriz.
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Figura IV.13. Termogramas de MBCD recién equilibradas a 25°C y a diferentes HR. La
temperatura de transicion vitrea (T,) esta indicada con una flecha.

En la Figura 1V.14 se muestran las temperaturas de transicion vitrea (Ty) vs humedad
en base seca de la HPBCD y sus complejos 'y de la MBCD y complejos.

Si bien la inclusion del huésped en la CD no afect6 de manera significativa las
isotermas de sorcion de la MBCD (Figura 1V.22) y la HPBCD (Figura 1V.24), si produjo
una disminucion de los valores de T4 lo cual estaria indicando que en presencia de los
huéspedes se producen modificaciones estructurales que afectan las caracteristicas
fisicas de la matriz. Por otro lado no se detectaron en el termograma transiciones que
pudieran evidenciar la presencia de formas cristalinas hidratadas. Los valores de Ty
obtenidos se correspondieron con el aspecto fisico de las muestras, que se colapsaron

cuando su Ty era menor que 25°C
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Figura IV.14. Temperatura de transicién vitrea (T4) en funcién del contenido de agua (m) en
base seca de la HPBCD y sus complejos (a) y de la MBCD y complejos (b).
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IV.2.1.B. Determinacion de las propiedades térmicas del almidon HiCap 100 y
del timol encapsulado en una matriz de almidén HiCap 100.

Las transiciones térmicas fueron determinadas sobre las muestras equilibradas a cada
HR. Cada muestra fue calentada a una velocidad de 10° C/min entre 40° Cy 160° Cen
orden de determinar la transicion vitrea (Ty) y el punto de fusion (Ty). La T4 fue
considerada como el comienzo de la discontinuidad de la curva de flujo de calor vs

temperaturay el T, como el inicio del pico de fusion.

En la Figura IV.15 se muestran los termogramas de la matriz timol-HiCap 100 recién
equilibrada (tiempo cero) a diferentes HR. En la misma se aprecia que los termogramas
presentan una transicién vitrea y un pico de fusiébn y que ambos se corren a menores
temperaturas al aumentar la HR de la matriz. Los valores de las transiciones obtenidos

en este trabajo coinciden con los hallados por Xie y col., (2010).
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Figura IV.15. Termogramas de los complejos timol-HiCap 100 recién equilibrados a 25°Cy a
diferentes HR. La temperatura de transicion vitrea (T,4) esta indicada con una flecha.

En la Figura IV.16 se muestran los valores experimentales de la temperatura de
transicion vitrea de las matrices puras, HiCap 100 liofilizada (HiCap-Liof) y HiCap 100
secada por spray (HiCap-SP) y de la matriz timol-HiCap 100 obtenida por liofilizacion
(timol-HiCap 100) en funcién del contenido de agua en base seca (m). Dicha Figura
muestra que el efecto plastificante del agua sobre las diferentes matrices presenta un
comportamiento similar al de las isotermas de sorcién (seccion 1V.2.3.3, Figura 1V.27).
En efecto, la disminucion relativa de Ty ocasionado por el aumento del contenido de
agua a la matriz fue funcion de la naturaleza de la matriz. La matriz pura de HiCap-Liof
mostré valores mayores de T4 que las matrices de HiCap-SP y timol-HiCap al mismo
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contenido de agua. La magnitud de la diferencia de los valores de T4 fue mayor a bajos
contenido de agua. Ademds, muestra que la incorporaciéon del timol a la matriz del

HiCap-Liof modifica la estructura de la misma.

604 , - —o— timol-HiCap 100
A \ -# HiCap-Liof

: , -4 HiCap-SP
a4 ‘ P
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=20+

-40-

m (% b.s.)

Figura IV.16. Temperatura de transicion vitrea (T,) en funcién del contenido de agua (m) en
base seca del Hi-Cap-100 liofilizado, secado por spray y de la matriz de Hi-Cap-100 conteniendo
timol encapsulado por liofilizacion.
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IV.2.2. ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES DE SORCION DE AGUA DE LAS
CICLODEXTRINAS Y SUS COMPLEJOS.

IV.2.2.1. Cinética de adsorcion de agua

La cinética de adsorcion de agua muestra un proceso de hidratacién tipico, en el que
el agua es adsorbida rapidamente al inicio del proceso y luego disminuye la velocidad
de adsorcion gradualmente hasta alcanzar un valor de equilibrio.

Las Figura IV.17 muestra el contenido de agua en funcion del tiempo para la BCD,
MBCD, HPBCD vy sus respectivos complejos con el timol y el CINAM a 25° C.

El tiempo necesario para alcanzar el contenido acuoso del equilibrio fue
aproximadamente 10 o 12 dias para las muestras almacenadas a humedades relativas
(HR) comprendidas entre 22 y 75 %, mientras que para las muestras almacenadas a 84
y 97% HR requirieron un tiempo mayor (14 a 16 dias). La cantidad de agua adsorbida
en el equilibrio por las CDs y los complejos correspondientes fue significativamente
diferente. Asi, para las CDs el contenido de agua adsorbido fue MBCD>HPBCD>BCD
especialmente a altas HR (Figura 1V.17). Este comportamiento es debido a que la
adicion de grupos alquilo o hidroxialquilo al anillo de la BCD transforma la estructura
cristalina de la BCD en amorfa y consecuentemente produce un aumento notable en la
cantidad de agua adsorbida (Loftsson y Masson, 2004). Ademas se observo que
mientras para los complejos de la BCD y la MBCD la cantidad de agua adsorbida fue
menor que la de las CDs correspondientes, los complejos de la HPBCD presentaron una

adsorcién aproximadamente igual a la de la HPBCD.
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Figura IV.17. Cinética de absorcién de agua de la B-ciclodextrina (BCD), metil-B-ciclodextrina

(MBCD),

hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) y sus respectivos complejos con timol y

cinamaldehido (CINAM) a 25° C vy a diferentes Humedades Relativas (HR). B11%; «22 %;

v43%; ¢58%; e 75%; [1 84%; A 97%. En donde m es el contenido de agua definido en base

seca y t es el tiempo en dias.
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Este comportamiento diferente produce también diferencias notables en el aspecto
fisico que presentan visualmente las muestras luego de alcanzado el equilibrio como se

detallara en la siguiente seccion.

IV.2.2.2. Caracteristicas fisicas de las muestras equilibradas.

Se tomaron fotos con una camara digital (Power Shot A70, USA) con el fin de
evidenciar los cambios que ocasiona la modificacion de las CDs en las propiedades de
sorcion de la BCD, sus complejos y dejar constancia de las caracteristicas fisicas que
presentaban las muestras al iniciar los estudios sobre los complejos solidos.

En las Figuras siguientes se muestran las fotografias para los distintos complejos de
inclusién estudiados. Estas fotografias fueron tomadas apenas las muestras llegaron al
equilibrio para cada HR respectiva, en el rango de HR entre 0 y 97%, para tener un
registro del aspecto fisico inicial. La Figura 1V.18 (a, b, ¢) corresponde a los complejos
de inclusién del timol con las tres CDs estudiadas. A simple vista se puede ver que en
las muestras de timol con BCD (Figura 1V.18.a), la estructura se mantiene, a todas las
HR a las que se equilibr6é el complejo para su estudio. En las muestras de los complejos
de las CDs modificadas (HPBCD y MBCD) no sucede lo mismo. En el caso de la HPBCD,
a 75% de HR se produce un colapso estructural, lo cual ya es visible en las fotos. A 84
y 97% se perdié la estructura por completo, volviéndose liquida. En el caso de los
complejos de inclusion con MBCD, se puede notar un colapso estructural a partir de

58% de HR para finalmente a 97% perder completamente la estructura (Figura 1V.18.c)
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Figura IV.18. Fotografia de los complejos del timol equilibrados a diferentes HR y 25°C, (a)
BCD-timol (b) HPBCD-timol y (c) MBCD-timol.

En la Figura 1V.19 se muestran, en cambio, los complejos del CINAM con las tres CDs
estudiadas. En el caso de los complejos de inclusién con BCD, al igual que con el timol,
la estructura se conserva luego del equilibrio a cada una de las HR estudiadas. Esto no
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sucede con los complejos de inclusiébn con las otras CDs, pues en los complejos con
HPBD se nota un dramatico cambio en su estructura a partir de 75% de HR. Algo

similar ocurre con los complejos con MBCD.
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Figura IV.19. Fotografia de los complejos del CINAM equilibrados a diferentes HR 'y 25°C, (a)
BCD-CINAM, (b) HPBCD-CINAM y (c) MBCD-CINAM
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IV.2.2.3. ISOTERMAS DE SORCION DE AGUA

1V.2.2.3.1. Isotermas de sorcion de agua de la B-ciclodextrina y sus

complejos.

En la Figura 1V.20 a 'y b se muestran las isotermas de sorcion de agua de la BCD y sus
complejos expresando el contenido de agua en (g de agua/100g de agua) y en moles
(de agua/moles CDS) respectivamente.

La isoterma de sorcion obtenida para la BCD coincide con datos previos publicados
por Cserhéti y Forgacs (2003). La BCD alcanzé un plateau alrededor del 45% de RH, y
su contenido de agua se mantuvo aproximadamente constante hasta 75% de HR,
donde sube abruptamente. Fujiwara y col. (1983) demostraron que la BCD forma
hidratos estables y puede cristalizar como undecahidrato a partir de soluciones acuosas.
Por eso se considero interesante expresar la cantidad de agua adsorbida como moles de
agua por cada mol de BCD seca (Figura 1V.20. b). Se observa que durante el proceso
de adsorcion la captura de agua se produce hasta 45 % de HR. Luego de esta etapa,
aparece un plateau, que se mantiene hasta llegar a 75 % de HR. Esto puede deberse a
la formacién de un hidrato cristalino estable de la BCD. En este punto, se llega a un
hidrato de aproximadamente 10,5 moles de agua por mol de BCD. Més alla de 75% HR
cantidad de agua adsorbida aumenta rapidamente hasta llegar a un valor de 12,5 moles
de agua por mol de BCD. Este comportamiento fue similar al encontrado por otros
invstigadores. Marini y col. (1995), demostré que la cantidad de moléculas de agua
varian de 12,3 a 9,4 moléculas de una manera continua y reversible, cuando la HR

cambia de un valor inicial de 100 a 15%. Esta etapa del proceso de deshidratacion
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involucra casi exclusivamente parte de las 7 moléculas incluidas dentro de la cavidad de

la BCD.
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Figura IV.20. Isoterma de sorcién de agua de la BCD y sus complejos con el Timol y el
cinamaldehido 25° C. (a) contenido de agua (m) expresado en porcentaje de base seca (g de
agua/ 100g de solidos) en funcion de la humedad relativa y (b) moles de agua/moles de CD en
funcién de la humedad relativa.
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Por otra parte, la estructura del hidrato de BCD ha sido determinada por varios
métodos (Winkler y col., 2000). Lindner y Saenger (1978, 1982) hallaron, a través de
estudios de cristalografia, que la BCD esta asociada con 12 moléculas de agua para asi
formar un dodecahidrato. Ambos autores observaron que la mitad de las moléculas de
agua se ubican en ocho sitios especificos de la cavidad; el resto se distribuye en otros
ocho sitios entre la superficie y los intersticios de las CDs. Es asi que 6,5 moléculas de
agua estaran ubicadas en estos sitios especificos de la cavidad y 5,5 moléculas
restantes del dodecahidrato estan distribuidas por el resto de la molécula de la BCD. De
esta manera, los autores concluyeron que las moléculas de agua dentro de la BCD
estan en estado “activo” y que facilmente podrian ser removidas por ligandos capaces
de formar complejos con la ciclodextrina.

Los complejos de BCD-Timol y BCD-CINAM mostraron un perfil de sorcién similar a la
BCD, sin embargo la cantidad de agua absorbida fue menor. De hecho, estos complejos
forman hidratos con 7 moléculas de agua, en el caso del complejo con cinamaldehido y
8.5 moléculas para el caso del complejo con timol (1V.9 b).

Estos resultados confirmarian que la formacién del complejo de timol o cinamaldehido
con BCD implica el desplazamiento de moléculas de agua del interior de la cavidad de la

CD (Szejtli, 1998).
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1V.2.2.3.2. Isotermas de sorcion de agua de la Metil-B-ciclodextrina (MBCD) y
sus complejos.

En la Figura IV.21 se muestran las isotermas de sorcion de agua de la metil B-
ciclodextrina (MBCD), un derivado soluble de la BCD (en comparacion con ésta). Se
observo que la MBCD mostr6é un contenido de agua similar a la BCD entre 22 y 75% de
HR. Sin embargo, mientras la BCD alcanzé un pl/ateau alrededor del 43% de RH, y su
contenido de agua se mantiene aproximadamente constante hasta 85% de HR que
corresponde a la formacion de un dodecahidrato (como ya se sefiald6 en la seccién
anterior), la MBCD presento un comportamiento de tipo sigmoideo y no se alcanz6 un
plateau, lo que indica que no se formaron hidratos. (Mazzobre y col., 2009). A una HR
de 95% se observd una interaccion de 45 moles de agua por mol de MBCD (Figura
IV.21). Ademéas a humedades relativas superiores a 84% la MBCD present6 colapso
estructural y encogimiento, fendmeno que no fue observado en la BCD. De esta
manera, las isotermas de sorcibn mostradas en Figura 1V.21 reflejan que la
modificacién de la BCD afecta significativamente su interaccion con el agua, sobre todo
a humedades relativas altas. La baja solubilidad de la BCD ha sido atribuida a la
interaccién de los grupos hidroxilos secundarios adyacentes a la cavidad con el agua.
Entonces, cualquier cambio estructural en la molécula de la CD causa una modificacién

de su solubilidad e interaccion con el agua (dos Santos y col., 2007, Astray, 2009).
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Figura IV.21. Isoterma de sorcion de agua a 25° C de la MBCD comparada con la ciclodextrina
natural, la BCD.

En la Figura 1V.22 se muestran las isotermas de sorcion de la MBCD y sus complejos
de inclusién con timol y CINAM. En este caso se observa que las isotermas de sorcidn
de los complejos de inclusion fueron similares a la de la MBCD. S6lo a HR mayores a
90%, el comportamiento fue algo diferente, en donde la presencia del huésped redujo
el contenido de agua del sistema. Ademas, la presencia de una Ty, bien definida
confirmé las caracteristicas amorfas de la MBCD y sus complejos (1V.2.1.A.3, Figura

1V.14).
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Figura IV.22. |sotermas de sorcién de agua a 25° C de la MBCD (M) en comparacién con las
isotermas de los complejos con timol (¥) y cinamaldehido (A), expresadas como contenido de
agua (m) en base seca en funcion de la humedad relativa.

Aunque la presencia del huésped no afecto significativamente las isotermas de sorcion
de la MBCD (Figura 1V.22) si produjo modificaciones estructurales que afectan las
caracteristicas fisicas del sistema. Esto ocasion6 una disminucién en los valores de Ty
de los complejos respecto a los de la MBCD. Los sistemas almacenados a 84 y 97% de
HR estaban colapsados (Figuras V.19 c y 1V.18 c) y los valores de T4 fueron menores a
25° C (temperatura de almacenamiento) (ver seccion 1V.2.1.A.3). La modificacién de la
estructura de la BCD confiri6 propiedades de hidratacion, solubilidad y amorficidad muy

diferentes a la BCD que pueden ser utilizadas para el disefio de productos con

propiedades funcionales determinadas.
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IV.2.2.3.3. Isotermas de sorcion de agua de la Hidroxipropil-B-ciclodextrina
(HPBCD) y sus complejos.

En la Figura 1V.23 se muestran las isotermas de sorcion de agua de la (HPBCD), otro
derivado hidrosoluble de la BCD en comparacion con la BCD. Se puede apreciar que la
(HPBCD) presentd, un comportamiento similar a la MBCD, es decir que no forma un
hidrato, y tiene caracteristicas sigmoideas, alcanzando un valor de 60% de agua
adsorbida a 90% de HR. Ademé&s a humedades relativas superiores a 75% la HPBCD
presentd colapso estructural y encogimiento al igual que la MBCD. De esta manera, las
isotermas de sorcion mostradas en Figura V.23 reflejan que la modificacién de la BCD
afecta significativamente su interaccion con el agua, sobre todo a humedades relativas
altas. Como en el caso de la MBCD se observa que la isoterma de sorcion de los
complejos de inclusion de la HPBCD fue similar a la de la HPBCD (Figura 1V.24). Sin
embargo, a diferencia de la MBCD la presencia del huésped no redujo el contenido de
agua ni aun a altas HR (Figura 1V.22). Esta diferencia en el comportamiento de los
complejos de ambas ciclodextrinas modificadas, puede ser debido a que la cantidad de
agua adsorbida a altas HR por la MBCD (60 moléculas de agua/mol) es mucho mayor
gue la adsorbida por HPBCD (40 moléculas de agua/mol). Ademas, la presencia de una
T, bien definida tanto en la HPBCD como en los complejos HPBCD-timol y HPBCD-
CINAM confirmé las caracteristicas amorfas de los sistemas (ver Seccién 1V.2.1.A.3).
Esto ocasiona que a HR altas (> 75%) donde la T4 esta debajo de la temperatura de
almacenamiento (25° C) las muestras presentaran colapso estructural y encogimiento

(Figuras 1V.18 b y 1V.19 b).
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Figura IV.23. Isotermas de sorcién de agua a 25° C de la HPBCD ('¥) en comparacion con las
isotermas de la BCD (M), expresadas como contenido de agua (m) en base seca en funcién de
la humedad relativa.
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Figura IV.24. |sotermas de sorcién de agua a 25° C de la HPBCD (M) en comparacion con las
isotermas de los complejos con timol (¥) y cinamaldehido (A), expresadas como contenido de
agua (m) en base seca en funcion de la humedad relativa.
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IV.2.3. ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES DE SORCION DE AGUA DEL ALMIDON
HICAP 100 Y DEL TIMOL ENCAPSULADO EN UNA MATRIZ DE ALMIDON
HICAP 100

IV.2.3.1 Cinética de adsorcion de agua

En la Figura 1V.25 se muestra el contenido de agua en funcion del tiempo para el
HiCAP-100 liofilizado, secado por spray y el timol encapsulado por liofilizacion en la
matriz HiCap 100 a 25° C. El tiempo requerido para alcanzar el equilibrio fue funcién de
la HR del sistema requiriendo las muestras con HR mayores a 75% un tiempo mayor.

La méxima cantidad de agua adsorbida por la matriz de Hicap-100 a cada HR fue
funcion del método de secado usado. En efecto a HR superiores a 58% las muestras
secadas por liofilizacién adsorbieron una cantidad de agua significativamente mayor que
las secadas por spray (Figura 1V.25 a y b). Lee y Lee (2008) encontraron resultados
similares para las isotermas de hongos de /nonotus obliquus secados por liofilizacidén y
aspersion.

La presencia del timol en la matriz modifica las propiedades de sorcion del almidén.
En efecto la matriz conteniendo el timol adsorbi6 menor cantidad a todas las HR (Figura
IV.25 c). Ademas, todas las muestras equilibradas evidencian perdida de estructura,

aun a bajas HR como se muestra en la siguiente seccion.
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Figura IV.25. Cinética de absorcion de agua del almidén Hicap100 deshidratado por liofilizacion
y secado spray y del timol encapsulado en HiCap 100 por liofilizacion a 25° C y a diferentes

Humedades Relativas (HR%). Expresado como contenido de agua (m) en base seca en funcién
del tiempo (t) en dias.
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IV.2.3.2. Caracteristicas fisicas de las muestras equilibradas

Las fotografias digitales permiten observar los cambios estructurales que ocasiona la
sorcion de agua en la matriz timol-HiCap 100 y dejar constancia de las caracteristicas
gue presentaban las muestras al iniciar los estudios de dicha matriz.

En la Figura 1V.26 se muestra una foto del sistema timol-HiCap 100 obtenido por
liofilizacion. Esta fotografia fue tomada apenas las muestras llegaron al equilibrio para
cada HR, en el rango de HR entre 0 y 97%, para tener registro del aspecto fisico inicial.

La anica HR en la que no hubo una notoria pérdida de estructura fue a 0%. A 58% de
HR el sistema se presentaba completamente apelmazado y duro y finalmente a 97% de

HR el sistema se volvié liquido.

Figura IV.26. Fotografia de la matriz timol-HiCap 100 liofilizada y equilibrada a 25°C y a
diferentes HR.
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IV.2.3.3. ISOTERMAS DE SORCION DE AGUA DE LOS SISTEMAS HICAP 100 Y
TIMOL-HICAP 100

En la Figura IV.27 se muestran los valores experimentales de las isotermas de sorcién
de agua a 25° de las matrices puras, HiCap 100 liofilizada (HiCap-Liof) y HiCap 100
secada por spray (HiCap-SP) y de la matriz timol-HiCap 100 obtenida por liofilizacién
(timol-HiCap). En la misma se puede apreciar notables diferencias entre las isotermas
de la matriz del HiCap 100 obtenida por liofilizacion y la obtenida por secado spray. Los
valores del contenido de agua de la matriz liofilizada fueron significativamente mayores
gue los correspondientes a matriz secada por spray a la misma HR. Lee y Lee (2008)
encontraron resultados similares péara las isotermas de hongos de /nonotus obliquus
secados por liofilizacién y aspersion y lo atribuyeron a que la matriz obtenida por
liofilizacion es mucho mas porosa que la obtenida por secado spray.

La presencia del timol modifico las propiedades de sorcion de la matriz de HiCap-100
liofilizada especialmente a bajas HR. Las isotermas de sorcién fueron caracterizadas por

medio de la ecuacion de GAB (I11.2 Materiales y Métodos):

m = my,Cg.k.ay,
[ -kay X1+ kCg - kay )]

(111.2)

Donde:

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

m,:. contenido de agua del sistema adsorbido como una monocapa sobre la superficie

del sélido (equivalente a la monocapa de BET).
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Cs. constante relacionada con el calor de sorciéon en la monocapa

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

multicapa respecto a las del agua pura.
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Figura IV.27. Isotermas de sorcion de agua del HiCap liofilizado y secado por spray y del timol
encapsulado en HiCap por liofilizacién a 25° C, expresadas como contenido de agua (m) en base
seca en funcion de la humedad relativa. Los simbolos representan los datos experimentales y las
lineas los predichos por la ecuacion de GAB.

Los valores de los parametros de dicha ecuacion (m,, Cs y k), sus correspondientes
desviaciones estandar (o) y los coeficientes de correlacién (R?) se muestran en Tabla
IV.4. El modelo de GAB describio adecuadamente las isotermas de sorcion de todos los

sistemas estudiados (Tabla 1V.4). En efecto, los valores de R? fueron en todos los casos
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> 0,94 y el error porcentual de todos los pardmetros fue < 15 %, excepto para el
parametro C. El buen ajuste entre los valores experimentales (simbolos) y los predichos

por la ecuacion de GAB (lineas) también puede observarse en la Figura IV.27.

Tabla IV.4. Vvalores de los pardmetros de la ecuaciébn de GAB: m,, k y Cg con sus
correspondientes desviaciones estandar (o) y coeficientes de correlacién (R?).

. M, £ o, 2

Matriz (g H,0/g MS)% Cs £ Occ K+ o R
HiCap-Liof 6,5+ 0,2 30,3+ 9,2 0,86 + 0,006 0,999
HiCap-SD 45,7 £ 0,09 47,1+ 7,7 0,38 £ 0,003 0,939
timol-HiCap 14,1+ 0,1 1,40+ 0,20 0,69 + 0,16 0,996

MS= masa seca

IV.2.4. CARACTERIZACION DE LOS SISTEMAS EN ESTADO SOLIDO

En esta seccibn se analizardn algunas propiedades fisicas de las diferentes
formulaciones conteniendo CINAM y timol encapsulado en las CDs o en una matriz
continua (almiddon HiCapl100). Con el fin de caracterizar los diferentes sistemas se
realizaron estudios de difractometria de rayos X (XRD), espectroscopia infrarroja por

transformadas de Fourier (FTIR) y microscopia electronica de barrido (SEM).
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IV.2.4.1. Difractometria de Rayos X

Siguiendo la metodologia descripta en la seccion de Materiales y Métodos, varios
sistemas (incluyendo las mezclas fisicas y complejos de CDs) fueron analizados por
difractometria de rayos X.

La difraccion de rayos X ademas de proveer informacion acerca de la estructura
cristalina, puede proporcionar datos respecto a la cantidad relativa de las fases
cristalinas y amorfas presentes en el sistema (Osella, 2002).

Los patrones de difraccién de rayos X para el timol, el CINAM, la BCD, la HPBCD, sus
complejos y mezclas fisicas se pueden observar en las Figuras 1V.28, 1V.29 y 1V.30. Se
calculé ademas el grado de cristalinidad relativa (RDC), que es igual a la relacion entre
Isa Y Ilrer, donde /s4 es la altura de un pico a un angulo caracteristico en el
difractograma de la muestra bajo investigacion y /z= es la altura de pico para el mismo
angulo, para la referencia y que corresponde al 100% de cristalinidad (Ribeiro et al.,
2003, Veiga y col., 1998). Entonces, para determinar las posibles interacciones entre el
timol, BCD e HPBCD (como se menciono en Materiales y Métodos), como muestra de
referencia para calcular el RDC para los distintos sistemas se empled timol cristalino.
Para los sistemas utilizando BCD también se empled a la misma como referencia. En el
caso de los sistemas de CINAM, se utilizo como referencia la BCD, ya que el CINAM es
liguido a temperatura ambiente. Los valores RDC y algunas intensidades de picos de los

sistemas se presentan en las Tablas IV.5, IV.6, IV.7 y IV.8.
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Figura IV.28. Patrones de difractometria de Rayos X para el timol puro, la BCD, su mezcla
fisica (MF) y su complejo de inclusién liofilizados.

En la Figura 1V.28 se ven los patrones de difraccion de Rayos X del timol puro, BCD,
su mezcla fisica y su complejo de inclusion. El difractograma del timol revela varios
picos de difraccion de muy alta intensidad, siendo esto un indicativo de su naturaleza
cristalina. Las intensidades y posiciones de los picos se muestran en la Tabla IV.5.

Ademas del timol, la BCD mostré un difractograma cristalino, teniendo los picos mas
relevantes a valores de 268 de 6,4; 9,125; 12,65; 17,225; 19,025; 22,875y 27,225°. Al
comparar los patrones de difraccion de los componentes puros con la mezcla fisica (MF
timol-BCD) se ve que esta presenta un patron muy similar al de la BCD, sin embargo en

distintas posiciones, los picos caracteristicos de la BCD decrecen. Ademas, al comparar

177



los patrones de difraccion de los componentes puros con la mezcla fisica (MF timol-
BCD) se observa claramente la superposicion de ciertos picos caracteristicos. Sin
embargo, también es posible observar una intensidad menor en ellos, algo que se
atribuye a la reduccion del tamafio de particula durante la preparacion de la mezcla
fisica y a la dilucion de los componentes cristalinos puros (Ribeiro y col., 2003). En
cuanto a los complejos de inclusién, también es notoria la menor intensidad en los picos
correspondientes al timol. En la Tabla IV.5, si se comparan las intensidades de la
mezcla fisica (a los angulos de difraccion elegidos) con las correspondientes al complejo
(liofilizado), este presenta picos con intensidades mayores a las esperadas. Sin
embargo, al observar los gréaficos se observa una gran diferencia entre los
difractogramas de la mezcla fisica y el complejo, presentando éste ultimo picos a
nuevos angulos de difraccion, mostrando que en el complejo de inclusiéon se ha formado
una estructura cristalina distinta (Veiga y col., 1998).

En la Figura 1V.29 se muestran los patrones de difraccion de rayos X correspondientes
a la HPBCD, su mezcla fisica con timol (MF timol-HPBCD) y su complejo de inclusién
(timol-HPBCD). Se incluye el difractograma para el timol con fines comparativos. Como
se muestra en los valores de las intensidades de picos (Tabla 1V.5), todos los picos de
difraccion se reducen significativamente al entrar en contacto el timol con la BCD o la
HPBCD. Para la HPBCD se registré6 un patrén compatible con un estado amorfo. La
mezcla fisica y el complejo de inclusién también muestran patrones difusos, que indican
un estado predominantemente amorfo, que se hace mas notorio cuando se forma el

complejo de inclusidon que en la mezcla fisica. Sin embargo, al ser amorfas la HPBCD, su
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mezcla y su complejo de inclusién, esta técnica de DRX no permite obtener

conclusiones sobre si se formo un complejo de inclusién o si s6lo es una mezcla de sus

componentes.
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Figura IV.29. Patrones de Difractometria de Rayos X para el timol puro, la HBCD, su complejo
de inclusién y su mezcla fisica (MF) liofilizados.
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Tabla IV.5. Intensidades de los picos seleccionados del timol en los patrones de difraccién de
Rayos X para los sistemas con BCD y HPBCD.

Posicién Pico, 28 (°) Timol Timol-BCD Timol-HPBCD
MF? LP MF? L°
7,825 4154 71 89 195 168
12,025 839 231 526 229 187
16,575 1852 132 271 250 219
18,625 1463 276 288 373 302
20,450 1345 138 165 262 193
25,325 610 557 148 133 100
28,150 620 98 113 129 83
31,475 656 114 91 83 59

a: MF= mezcla fisica
b: L: liofilizado

En la Tabla 1V.6 se muestran los valores de cristalinidad relativos de los sistemas que

incluyen al timol con la BCD y la HPBCD, tomando como referente de cristalinidad total

al timol y a la misma BCD. Al comparar los valores de la mezcla fisicas y complejo de

inclusion de timol-HBCD, se obtiene valores esperados, en donde la cristalinidad del

complejo de inclusion es menor a la obtenida en la simple mezcla fisica. Al comparar los

valores de la mezcla fisicas y complejo de inclusién del timol-BCD, este factor no es tan

importante para ser mencionado, pues si nos fijamos unicamente en el, pareceria que la

cristalinidad se reduce mas en la mezcla fisica. Sin embargo, y como ya se mencion0, al

observar los difractogramas se observan cuan diferentes son entre si. Al utilizar la BCD

como referencia de cristalinidad total, se puede notar una pérdida de ella en el

complejo de inclusion, al ser comparada con la mezcla fisica.
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Tabla IV.6. Grado relativo de cristalinidad (RDC) de picos seleccionados de timol y BCD para

los sistemas con BCD y HPBCD.

Timol-BCD Timol-HPBCD
Referencia 26 (9) MF? LP MF? L°
7,825 0,017 0,021 0,047 0,040
12,025 0,275 0,627 0,273 0,223
16,575 0,071 0,146 0,135 0,118
Timol 18,625 0,189 0,197 0,255 0,206
20,450 0,103 0,123 0,195 0,143
25,325 0,913 0,243 0,218 0,164
28,150 0,158 0,182 0,208 0,134
31,475 0,174 0,139 0,127 0,090
6,400 0,543 1,407 - -
9,125 0,178 0,174 - -
12,625 0,642 0,079 - -
BCD 17,225 0,511 1,436 - -
19,025 0,675 0,695 - -
22,875 0,716 0,354 - -
27,225 0,609 0,366 - -

a: MF= mezcla fisica
b: L: liofilizado

En la Figura 1V.30 se muestran los difractogramas de los complejos de CINAM con la

BCD y la HPBCD, y la mezcla fisica con la BCD.

Se compararon los difractogramas del complejo CINAM-BCD y mezcla fisica CINAM-

BCD con el correspondiente a la BCD. Se comprueba que algunos picos caracteristicos

gue aparecen en el difractograma de la BCD no se modifican, mientras que otros se

corren ligeramente (12,625°, o disminuyen su intensidad (7,825; 28,150; 31,475° e

inclusive algunos se intensifican (mezcla fisica a 8,925°).
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En la Tablas IV.7 y 1V.8 se muestran las intensidades de picos y valores de RDC de los

sistemas con CINAM, BCD e HPBCD. Tomando como referencia a la BCD, se puede

notar la disminucién del grado de cristalinidad en todas las posiciones angulares

caracteristicas. Ademas, al observar los valores de RDC calculados para la mezcla fisica

y el complejo de inclusién CINAM-BCD (Tabla 1V.8), se refleja el descenso en

cristalinidad de un sistema a otro (9,125°% 12,625°; 19,025° 27,225°), sugiriendo un

fendmeno de desorden debido a la formacién del complejo (Cortes y col., 2001).

Tabla IV.7. Intensidades de los picos seleccionados de la BCD en los patrones de difraccién de

Rayos X para los sistemas con CINAM.

Posicion Pico, 26 (°) BCD CINAM-BCD CINAM-HPBCD
MF* L° L
7,825 4154 89 71 168
12,025 839 526 231 187
16,575 1852 271 132 219
18,625 1463 288 276 302
20,450 1345 165 138 193
25,325 610 547 148 100
28,150 620 113 98 83
31,475 656 91 114 59

a: MF= mezcla fisica
b: L: liofilizado
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Tablas IV.8. Grado relativo de cristalinidad (RDC) de picos seleccionados de BCD para la
mezcla fisica y complejo de inclusion del sistema CINAM-BCD.

CINAM-BCD
Referencia 26 (°) MF? LP
6,400 0,444 1,114
9,125 0,155 0.120
12,625 0,436 0,096
BCD 17,225 0,476 1,326
19,025 0,473 0,443
22,875 0,447 0,469
27,225 0,447 0,309

a: MF= mezcla fisica
b: L= liofilizado
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Figura IV.30. Patrones de Difractometria de Rayos X para la BCD, la mezcla fisica con CINAM,

su complejo de inclusion con CINAM, la HPBCD y su complejo con CINAM liofilizados.
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IV.2.4.2. Microscopia Electronica de Barrido

Siguiendo la metodologia descripta en la seccibn de Materiales y Métodos, la
morfologia superficial de los compuestos puros y de los sistema binarios (incluyendo las
mezclas fisicas y complejos de CDs) fueron analizados por microscopia electronica de
barrido (SEM). Distintas microfotografias fueron tomadas y son mostradas en las figuras
siguientes.

En la Figura 1V.31 se muestran las microfotografias correspondientes a la BCD pura, el
timol puro, su complejo de inclusién y su mezcla fisica. Del andlisis realizado por SEM,
el timol se presenta como pequefios cristales (1 a 20 ym), y las particulas de BCD se
presentan como cristales tipo paralelogramos tridimensionales de tamafio irregular (20
a 250 pm). Por su parte la mezcla fisica de la BCD con el timol mostré la presencia de
cristales de timol mezclados y algunos pegados entre si, revelando que no hay una
interacciéon entre los dos elementos puros. Por el contrario, se logra ver un cambio en
el complejo de inclusién timol-BCD, en donde se ven estructuras mas regulares en su
forma y en su tamafo que indicaria la formacion del complejo timol-BCD

En la Figura 1V.32 se muestran las microfotografias correspondientes al complejo de
inclusion de CINAM-BCD y la mezcla fisica entre la BCD y el CINAM. La mezcla fisica
(MF CINAM-BCD) muestra grandes bloques de materiales por un lado (hasta 200 um), y
por otro lado, apelmazamiento de pequefias estructuras. Esto Ultimo seguramente se
debe a que el CINAM es liquido, causando que restos de la BCD se peguen entre si. En
cuanto al complejo de inclusion CINAM-BCD, al igual que con el complejo timol-BCD, las

estructuras presentan mas regularidad y su tamafio promedio es menor.
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Figura IV.31. Micrografias realizadas por SEM de: BCD (a), timol (b), Complejo timol-BCD (c),
MF timol-BCD (d).
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Figura IV.32. Micrografias realizadas por SEM de: Complejo CINAM-BCD (a), MF CINAM-BCD
(b).
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En las Figura 1V.33 se muestra las micrografias correspondientes a la HPBCD puray la
MBCD pura. Ambas son muy parecidas entre si, presentandose como particulas
esféricas y huecas en apariencia, en una gran distribuciéon de tamafios (1-150 pym), que

concuerda con su naturaleza amorfa.

Figura IV.33. Micrografias realizadas por SEM de: HPBCD (a) y MBCD (b), liofilizadas

En la Figura 1V.34 se muestran las mezclas fisicas y los complejos de inclusion del
timol con las dos CDs modificadas: la HPBCD y la MBCD. En el caso de las mezclas
fisicas, se logra ver algunas formas con lineas rectas, ademas de las esféricas
correspondientes a las CDs, lo cual es un indicio de una escasa interaccion entre los dos
elementos. Esto tal vez es mas evidente en la mezcla fisica correspondiente a timol e
HPBCD (Figura 1V.34 a). Por el contrario, al observar los respectivos complejos de
inclusion, se puede notar un cambio drastico en la morfologia original de ambos
elementos. Piezas amorfas de tamafios variados y aspecto de laminas fue comun para

ambos complejos de inclusién, pudiéndose distinguir un s6lo componente.
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Figura IV.34. Micrografias realizadas por SEM de: MF timol-HPBCD (a), Complejo timol-HPBCD
(b), MF timol-MBCD (c) y Complejo timol-MBCD (d), liofilizados.

En la Figura 1V.35 se muestran las mezclas fisicas y los complejos de inclusion del
CINAM con la HPBCD y la MBCD. En el caso de las mezclas fisicas, se puede ver un
conjunto de formas distintas, pero siempre con predominancia de las formas esféricas
correspondientes a las CDs. Al observar las microfotografias de los complejos de
inclusion, se vuelve a observar un cambio drastico en la morfologia original de ambos
elementos, al igual que en aquellas microfotografias del timol. Piezas amorfas de
tamafios variados y aspecto de laminas fue comuin para ambos complejos de inclusién,

donde se distingue un s6lo componente. Sin embargo, cabe mencionar una diferencia
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en los tamafios promedios de las estructuras mencionadas, siendo las de la HPBCD mas

grandes que aquellos con la MBCD.
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Figura IV.35. Micrografias realizadas por SEM de: MF CINAM-HPBCD (a), Complejo CINAM-
HPBCD (b), MF CINAM-MBCD (c) y Complejo CINAM-MBCD (d), liofilizados.

El cambio dréastico en la forma y el aspecto de las particulas de los componentes
puros y las mezclas fisicas al ser comparadas con los complejos de inclusion, es un
indicativo de la presencia de una nueva fase sdlida. Sin embargo, puede ser
simplemente una consecuencia de un cambio de morfologia cristalina o habitus en

aguellos sistemas o tal vez ser una evidencia de la existencia de una sola fase
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(Fernandes y col., 2002). Por lo tanto, los estudios de SEM por si solos no pueden
caracterizar sistemas en fase solida.

En la Figura 1V.36 se muestran micrografias del almidon HiCap 100 (a) con un
aumento de 1000x y la morfologia externa del HiCap 100 conteniendo al timol (b). Las
formas en el HiCap puro se presentan como esferas, de superficie no lisa. Sin embargo,
su morfologia cambia por completo al ser liofilizado junto al timol. Se puede observar
una gran estructura amorfa que al ser magnificada (5000x) se presenta como pequefas

esferas de superficie muy rugosa.
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Figura IV.36. Micrografias realizadas por SEM de: HiCap 100 liofilizado (a) y timol encapsulado
en Hicap 100 (b), liofilizados. La figura inserta muestra un aumento de 5000x.

Como en el caso de la formacién de los complejos de inclusion, la encapsulacion del
timol en el HiCap 100 produce cambios en su morfologia que pueden evidenciarse por
SEM. Esto demostraria que la técnica SEM es una herramienta util para verificar la

formacion de complejos inclusion y la encapsulacion en matrices continuas.
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IV.2.4.3. Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

En los complejos de inclusién que generalmente se obtienen como polvos amorfos, el
analisis de XRD no es apropiado para obtener una informacién estructural, dado que no
es posible discriminar si el producto obtenido es un verdadero complejo de inclusion o
una mezcla dispersa homogénea de dos componentes amorfos, debido a las sefiales
muy anchas y un patron de difraccion difuso. Partiendo de esto, se utilizé
espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier (FTIR) mediante la utilizacién de
un dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR, attenuated total reflectance) de una
reflexién con cristal de diamante-Zn/Se, para evaluar la interaccidon entre las distintas
CDs y las moléculas huésped en el estado solido, dado que la formacion del complejo
puede producir cambios en el espectro de absorcién (Variacion en la intensidad o
corrimiento de los picos de absorcion). La ventaja de este dispositivo es que permite
utilizar la muestra sin diluciones y sin la necesidad de utilizar matrices dispersantes
(como el KBr comunmente utilizado), simplificando la preparacion de las muestras y el
posterior procesamiento de los datos. Se ha comprobado que el método ATR-IR puede
ser aplicado exitosamente para una discriminacion confiable y rapida, por ejemplo en
aceites esenciales de diferentes tipos de albahaca (Bruker Optics, 2009). La ausencia de
manipulacion de la muestra garantiza rapidez en el proceso de medicion y una alta
reproducibilidad de los espectros, haciendo que la técnica FTIR-ATR sea muy adecuada
también para revelar diferencias en el estado sélido incluyendo estado de hidratacion y
formas cristalinas polimoérficas, y en lineas generales, en la identificacion vy

caracterizacion de productos farmacéuticos (Crupi y col., 2007).
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Por lo general, los espectros infrarrojo (IR) obtenidos en sistemas que contienen
biomoléculas son muy complejos debido a que cada grupo funcional presente en una
molécula contribuye a la formacién del espectro. El resultado neto es un espectro
donde las asignaciones de banda pueden ser dificiles debido a que se produce
superposiciéon y mezcla de diferentes modos de vibracién (Schulz y Baranska, 2009).
Muchos de los cambios en el espectro de absorcion suelen ser muy sutiles requiriendo
una interpretacion cuidadosa del espectro (Hedges, 1998).

Los espectros infrarrojos de los distintos sistemas con CDs fueron analizados y
comparados con los espectros de los compuestos puros y sus mezclas fisicas.

En el caso de los huéspedes utilizados (timol y CINAM), al tratarse de sustancias con
anillo aromatico, sus espectros infrarrojos muestran las sefiales caracteristicas de dichos
compuestos y también dan informacién sobre el tipo de sustitucién del anillo aromatico
(orto, para o meta) y de los grupos funcionales adicionados al anillo aromatico
(Martinez, 2001).

Evidencias de la formacién de complejos se presentan claramente en la regién del
espectro a partir de 1700 cm™ (Crupi y col., 2007). Por esto, a continuaciéon se
presentan varias figuras de los sistemas estudiados, enfocandose el analisis en los
espectros normalizados desde 1800 a 600 cm™. En la figura 1V.37 se muestran los
espectros normalizados correspondientes al timol y sus sistemas con la BCD. El espectro
de timol nos muestra bandas caracteristicas que estan sefialadas (738, 804, 942, 1090
y 1285 cm™) y coinciden con resultados previos (Schulz y Baranska, 2009; Schulz y col.,

1999). El espectro de la BCD muestra la banda caracteristica del grupo OH a 1645-1670
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cm™, tal como lo observé Chittiteeranon y col. (2007) en un trabajo encapsulando una
fragancia sintética. La mezcla fisica del timol con la BCD (MF timol-BCD) presenta varios
picos caracteristicos del timol, en especial a 1285 (correspondiente a las vibraciones de
flexion del grupo OH) y a 804 y 738 cm™, correspondientes a las vibraciones del anillo
del timol (anillo del benceno C-H). Ademas, en la zona correspondiente a la banda de
942 cm™* se observa lo que podria considerarse una superposicion de los picos de la
BCD y del timol. Las flechas en la Figura 1V.37 muestran las principales diferencias
entre la MF y el complejo de inclusion. Estos resultados indicarian, que en la mezcla
fisica no hay interacciones importantes entre los dos compuestos (BCD y timol), o al

menos es mucho menor con respecto al complejo de inclusién.
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Figura IV.37. Espectros FTIR-ATR normalizados de: timol puro, BCD, la mezcla fisica (MF) de
timol y BCD y finalmente, el complejo de inclusién de ambos. Se destacan algunas bandas
caracteristicas en las que se sefiala el nimero de onda en cm™.

En la Figura 1V.38 se muestran los espectros FTIR normalizados para el timol y sus
sistemas con las CDs modificadas: a) con HPBCD y b) con MBCD, en el rango de 1800 a
600 cm™. En ambas figuras se muestra también, el espectro del timol con sus
respectivas bandas caracteristicas, con fines comparativos. El espectro FTIR-ATR de

HPBCD muestra bandas de absorcién prominentes a 1155 cm™, 1085 cm™, 1035 cm™ y
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1010 cm™ correspondientes a las vibraciones de estiramiento C=H y C-O. En el espectro
de la MF timol-HPBCD se observan algunos picos caracteristicos del timol (mas
evidente a 804 cm™), sugiriendo poca o nula interaccién entre las moléculas, mientras
qgue en el complejo, éstos se han reducido considerablemente o desaparecido. Ademas,
la banda a 804 cm™ aparece mas ancha, menos definida y ligeramente corrida a una
menor longitud de onda. La posicion (nimero de onda) de los picos caracteristicos del

timol se muestran en la Tabla V.9, para los distintos sistemas estudiados.

En el espectro de la MF-timol-MBCD (Figura 1V.38b) se aprecian los picos
caracteristicos del timol, siendo los mas destacados aquellos a 1285, 804 y 738 cm™.
Por su parte, el complejo de timol-MBCD muestra un espectro muy parecido al de la
MBCD pura, y los picos caracteristicos de timol pasan desapercibidos. En la tabla IV.9 se

indica qué sefales desaparecen cuando se forma el complejo timol-MBCD.
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Figura IV.38: Espectros FTIR-ATR normalizados de: a) timol puro, HBCD, la mezcla fisica de
timol e HPBCD y el complejo de inclusién de ambos, y b) timol puro, MBCD y el complejo de
inclusién entre ambos. Se destacan algunas bandas caracteristicas del timol en las que se
sefiala el nimero de onda en cm™,
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Tabla 1IV.9. Bandas caracteristicas de FTIR-ATR (cm™) para el timol y sus respectivos sistemas
con CDs. Se han resaltado las bandas mas representativas.

Asignacion  Timol MF Complejo MF Complejo MF Complejo
Banda IR timol- Timol- timol- Timol- timol- Timol-
BCD BCD HPBCD HPBCD MBCD MBCD
C=C 1620 1620 1620 1619 - 1619 1620
1420 1420 1419 1419 1419 1420 1421
O-H 1285 1288 1290 1293 1293 1290 1292
1156 1149 1154 1152 1152 1152 1153
1090 - - 1100 - 1100
1058 1057 - 1058 - -
CH 942 944 944 945 947 947 951
CH 804 805 808 805 806 806 807
CH 738 737 - - - 739

En la Figura 1V.39 se presentan los espectros normalizados del CINAM y sus sistemas
con la BCD. A modo de comparacion, se muestra el espectro del CINAM con sus bandas
caracteristicas destacadas, que coinciden con los datos de bibliografia (Martinez, 2001).
El CINAM muestra una banda débil a 3330, otras a 3060, 2812, 2741 cm™? (no mostrado
en la Figura), una intensa a 1669 cm™ (debida al grupo carbonilo), la banda
correspondiente al doble enlace del alqueno (=C-H) cerca de 970 cm™, y a 744 y 688
cm™ correspondientes a las vibraciones CH de flexién fuera de plano del anillo
aromatico (monosustituido) (Nakamoto, 1986; Buttler y Harrod, 1992). El espectro de la
mezcla fisica del CINAM y la BCD (MF CINAM-BCD) no muestra bandas de absorcion
muy intensas como podria esperarse, sin embargo, éste presenta varios de los picos

caracteristicos del CINAM, aunque ligeramente corridos de su frecuencia original. La

banda que se aprecia es justamente la correspondiente al grupo carbonilo C=0, a 1669
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cm™. En cuanto al complejo CINAM-BCD, se observa la desaparicion o reduccién
considerable de la mayoria de los picos caracteristicos del CINAM. Estos resultados se

muestran en la Tabla IV.10.
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Figura IV.39. Espectros FTIR-ATR normalizados del CINAM puro, BCD, la mezcla fisica de
CINAM y BCD y el complejo de inclusién de ambos. Se destacan algunas bandas caracteristicas
del CINAM en las que se sefiala el nimero de onda en cm™,
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En la Figura 1V.40 a, se muestran los espectros normalizados de la MF y del complejo
del CINAM con la HPBCD. En la MF se pueden observar algunos picos del CINAM, en
particular el correspondiente a 1669 cm™ . A 744 cm™ parece superponerse con un pico
correspondiente a la HPBCD, mientras que el pico a 688 cm™ (caracteristico del CINAM)
se hace evidente especialmente en comparacion con el complejo de inclusion.
Finalmente, en la Figura 1V.40 b, se muestran los distintos sistemas entre la MBCD vy el
CINAM. En la MF no se observan a simple vista los picos caracteristicos del CINAM
excepto a 1669 cm™. En el area entre 700 y 800 cm™ aparecen dos picos caracteristicos
de la ciclodextrina que parecen ser mas intensos en la MF que en el mismo complejo.
Sin embargo, al comparar ambos espectros, quizas esto se deba simplemente a una

mejor adquisicion de la sefal en la MF.
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Figura IV.40. Espectros FTIR-ATR normalizados de: a) CINAM puro, HPBCD, la mezcla fisica
de CINAM e HPBCD y el complejo de inclusion de ambos. b) CINAM puro, MBCD, la mezcla
fisica de CINAM y MBCD y el complejo de inclusién de ambos. Se destacan algunas bandas
caracteristicas del CINAM en las que se sefiala el nimero de onda en cm™.

Tabla IV.10. Bandas caracteristicas de FTIR-ATR (cm™) para el CINAM y sus respectivos
sistemas con CDs. Se ha resaltado la banda mas representativa.

Asignacion  CINAM MF CINAM- MF CINAM- MF CINAM-
BCD HPBCD MBCD
Banda IR CINAM- CINAM- CINAM-
BCD HPBCD MBCD
c=0 1669 1669 1670 1668 1669 1674 1674
=CH 970 - - - - - 969
CH 744 754 757 754 752 - -
CH 688 691 692 675 690 - -
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En particular, al observar la region analizada de los distintos sistemas estudiados, las
bandas mas representativas de ambos componentes de aceites esenciales en los
complejos de inclusién (resaltadas en las tablas IV.9 y IV.10) presentan un cambio
hacia una frecuencia mas baja respecto a los picos respectivos de los compuestos puros
y sus mezclas fisicas. Este comportamiento ya fue observado por otros autores al
comparar compuestos puros, mezclas fisicas y los respectivos complejos de inclusién
(Stancanelli y col., 2008; Crupi y col., 2007; Ribeiro y col., 2003). Esto es indicativo de
la existencia del complejo como un nuevo compuesto con bandas espectroscépicas
distintas.

Es interesante resaltar que los espectros de los complejos suelen ser muy parecidos a
los de la ciclodextrina carrier, dado que las bandas caracteristicas de éstas se
superponen sobre aquellas de los huéspedes que alojan. Este fendmeno es debido a las
diferencias entre pesos moleculares de los componentes (Stancanelli y col., 2008).

Estos resultados confirman la existencia de fuertes interacciones del timol y el CINAM
con las CDs, dado que los cambios espectrales pueden ser atribudos a la disociacion de
los puentes de hidrégeno intermoleculares del huésped y de las CDs, que puede
resultar en la formacion del complejo de inclusion (Mura y col., 1998; Erden y Celebi,
1988).

En la Figura IV.41 se muestran los espectros normalizados del timol, almidén HiCap
100 y del timol encapsulado en HiCap 100. Si bien la regién entre 800 y 1500 cm™
suele presentar una alta superposicion de picos y un espectro complejo, lo que dificulta

la asignacion exacta de una banda (Kizil y col, 2002), a simple vista se observa que los
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espectros de HiCap 100 y del sistema con timol presentan sefales caracteristicas del
polimero del almidén. Asi en la regién entre 1200 a 1000 cm™* se obtuvieron sefiales
cercanas a 1150, 1075 y 1015 cm™ atribuidas a las vibraciones de las uniones C-O y C-
C de las unidades de glucosa (Staroszczyk, y col. 2010). En las zonas sefialadas sobre
el espectro de timol-HiCap 100 se puede apreciar que entre 1400 a 1500 cm™, se
produce una aparente superposicion de varios picos propios del HiCap y del timol. Entre
1000 y 1100 cm™ se aprecia que el pico ancho del HiCap 100 parece intensificarse y
correrse ligeramente a una frecuencia menor. Esto se corrobora con los datos
presentados en la Tabla IV.11 en donde se muestran algunos picos caracteristicos del
timol y del almidén HiCap 100 puro, y los picos facilmente observables del sistema

timol-HiCap 100.
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Figura IV.41. Espectros FTIR-ATR normalizados de timol puro, HiCap 100 puro y el sistema
timol-HiCap 100.
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Tabla 1IV.11. Bandas caracteristicas de FTIR-ATR (cm™) del timol y almidén HiCap 100 y su
comparacién con el sistema timol-HiCap 100.

Timol HiCap 100 Timol-HiCap 100
1620 1449 1638*
1420 1370 1413*
1285 1292 1291
1156 1146 1148
1090 1076 1075
942 1015 1018
804 917 943*
738 996 927

*pbandas caracteristicas correspondientes al espectro del timol

IV.2.5. ESTABILIDAD DE LOS SISTEMAS ESTUDIADOS

Este estudio proporciona informacion sobre la cinética de liberacion del compuesto
activo en las CDs o en la matriz continua bajo diferentes condiciones de
almacenamiento. Dicha informacion permitira comparar la capacidad de los diferentes
sistemas de proteger al compuesto activo durante largos periodos de tiempo y en
consecuencia elegir las condiciones de almacenamiento mas adecuadas de acuerdo al

sistema utilizado.
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IV.2.5.1. ESTABILIDAD DE LOS COMPLEJOS DE CICLODEXTRINAS: CINETICA
DE LIBERACION DEL TIMOL Y DEL CINAMALDEHIDO DE LAS
CICLODEXTRINAS

A partir de los termogramas de los complejos de inclusién obtenidos a las diferentes
HR y tiempos de almacenamiento y mostrados en la seccion 1V.2.1.A (Propiedades
Térmicas), se determind la cantidad de ligando liberado del complejo durante el
almacenamiento. El % de ligando liberado se calculé de acuerdo a la técnica descripta

en la seccion 111.2.4.2 (Materiales y Métodos).

IV.2.5.1.1. Cinética de liberacion del timol

Las Figuras 1V.42 a, b y ¢ muestran el porcentaje de timol liberado (% L) de los
complejos de la BCD, MBCD y HPBCD respectivamente, en funcién del tiempo, a
diferentes HR.

Como ya se mostro en la seccion 1V.2.1.A.2. (Propiedades Térmicas), el timol se libero
de su respectivo complejo con la BCD sélo a altas HR. Ademas aun a esas altas HR el %
liberado fue bajo, siendo de 1y 27 % a 84 y 97% respectivamente, luego de 3 meses
de almacenamiento (Figura IV.42a). Sin embargo mientras que a 84 % HR durante casi
todo el almacenamiento no se libero nada, incrementandose levemente luego de 75
dias, a 97% al mes de almacenamiento el % liberado se incremento linealmente hasta
los 2 meses y luego se mantuvo constante hasta los 3 meses.

Los complejos de timol-MBCD y timol HPBCD presentaron un comportamiento

totalmente diferente, ya que aun a bajas HR el timol se liberé de la CD. (Figuras 1V.42.
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b y c). A un dado tiempo de almacenamiento, el % liberado se increment6 al aumentar
la HR de almacenamiento. Ademas, cabe sefialar que en el de los complejos timol-
MBCD, al comenzar el almacenamiento parte del timol se habia liberado durante el
tiempo de equilibracion (observar en la Figura 1V.42b el % de timol liberado es
diferente de cero) excepto a 97% HR. El comportamiento anémalo que ocurre a 97 %
(donde uno esperaria que ocurriera la mayor liberacion) puede deberse a que el alto
colapso del sistema que ocurre a esta HR (Propiedades de sorcion, Figura 1V.18 c),
impide la difusion del timol y entonces no se libera. Los complejos timol-HPBCD
presentaron un comportamiento opuesto, ya que durante la equilibracion no ocurre
liberacion del timol, excepto a 97% HR (Figura V.42 c¢). Ademas, comparando las
Figura IV.18 b y Figura IV.18 c, el % de timol liberado a una dada HR y tiempo, fue

mayor para la MBCD que para HPBCD.
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Figura IV.42. Porcentaje de timol liberado (%L) de su complejo, (a) timol-BCD, (b) timol-
MBCD y (c) timol-HPBCD en funcién del tiempo a 25°Cy a distintas HR.
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IV.2.5.1.2. Cinética de liberacion del cinamaldehido

Las Figuras I1V.43. a, b y ¢ muestran el porcentaje de CINAM liberado (% L) de los
complejos de la BCD, MBCD y HPBCD respectivamente, en funcién del tiempo, a
diferentes HR.

Como ya se mostro en la seccion 1V.2.1.A.2. (Propiedades Térmicas), el CINAM se
liber6 del complejo CINAM-BCD so6lo a 84 y 97 % HR. Sin embargo, el % L de CINAM
liberado fue mayor al mostrado por los complejos timol-BCD, siendo de 13y 27 % a 84
y 97% de HR respectivamente, luego de 75 dias de almacenamiento (Figura 1V.43. a),
La liberacion del CINAM de los complejos con las CDs modificadas (CINAM-MBCD vy
CINAM-HPBCD) presentaron un comportamiento similar al de los complejos CINAM-
BCD. En efecto, en el caso de los complejos CINAM-MBCD, luego de 3 meses de
almacenamiento, se libero un 3% de CINAM a 97% de HRy de un 30 % a 84% de HR
luego de 6 meses de almacenamiento. A todas las otras HR no se observo liberaciéon de
CINAM aun luego de 10 meses de almacenamiento (Figura 1V.43. b).

El % L de CINAM liberado de los complejos CINAM-HPBCD hasta 3 meses de
almacenamiento fue muy bajo y solo a 84% de HR se observé una liberacion de 20%
de CINAM. Luego de 3 meses el % liberado de CINAM se incrementd abruptamente a
97 y 75 % de HR mientras que a 43y 58 % de HR se mantuvo cercano a cero luego de
6 meses de almacenamiento (Figura 1V.43. c),

Estos resultados muestran gque tanto las CDs naturales (BCD) o modificadas (MBCD y
HPBCD) pueden mantener alojados en su anillo al huésped, durante largos periodos de

tiempo. Dicho tiempo es funcion de la HR de almacenamiento, la naturaleza de la CD y
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el ligando. Ademas se observa que el CINAM permanecié encapsulado durante largos
periodos de tiempo en el interior de la cavidad en todas las CD aun a altas HR. En
cambio el timol se liber6 de las CDs maodificadas aun a bajos HR y en tiempos
relativamente cortos.

Estas diferencias de comportamiento pueden ser ocasionadas por la diferente

estructura quimica, que presentan el timol y el CINAM, lo que ocasiona diferencias en

su hidrofobicidad y caracteristicas estéricas.
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Figura IV.43. Porcentaje de timol liberado (% L) de su complejo, (a) CINAM-BCD, (b) CINAM-

MBCD y (c) CINAM-HPBCD en funcién del tiempo a 25°C vy a distintas HR.
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IV.2.5.2. ESTABILIDAD DEL TIMOL ENCAPSULADO EN LA MATRIZ DE HICAP
100. DETERMINACION DE LA CINETICA DE LIBERACION DEL TIMOL

IV.2.5.2.1. Retencion del timol durante el almacenamiento

La cantidad de timol superficial, encapsulado y retenido durante el almacenamiento
en la matriz de almidén modificado (HiCap 100) fue determinado como se describe en
las secciones 111.2.6.1, 111.2.6.2. 111.2.6.3 (Materiales y Métodos).

En todas las muestras analizadas la concentracién de timol superficial, determinado
por espectrofotometria en los lavados con hexano, fue despreciable. Esto no quiere
decir que el timol permanecié encapsulado, sino que no pudo ser detectado en la
superficie debido a su rapida degradacion. Entonces, en el presente estudio solo sera
analizado el timol encapsulado. En la Figura 1V.44 se muestra el % de retencion (% R)
de timol en funcién del tiempo a 25° Cy a diferentes HR de almacenamiento. La forma
general de las curvas de retencion (% R) consisti6 en una etapa inicial de rapido
decrecimiento, seguido de una fase lenta que se aproxima a un plateau (Figura 1V.44).

Dichas curvas fueron ajustadas por medio de la siguiente ecuacion:

R=R, —kot

= V.3
R-R,

In

Donde:
Ro: % de retencion de timol a tiempo cero
R.: % de retencion de timol en el equilibrio

Kg: constante cinética de retencién
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Figura IV.44. Retencién (%) de timol encapsulado en HiCap 100 en funcién del tiempo a
25°Cy a diferentes HR.

Resultados similares fueron hallados por Elizalde y col. (2002), Sutter y col. (2007),
Prado y col. (2006) para B-caroteno encapsulado en matrices de trehalosa, manitol y
PVP respectivamente.

Los valores de Ry, Ry, kpy las correspondientes desviaciones estandar (cro, Oro and
ow) Se muestran en la Tabla 1V.12. Los coeficientes de correlacién (R?) entre los
valores experimentales y aquellos predichos, utilizando la Ecuacién 1V.3 fueron altos

excepto a 58% de HR (R?= 0,783)
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Tabla IV.12. Parametros que describen la retencion de timol en HiCap 100 a 25°C, y
diferentes HR.

Matriz HR % T,(°C) Ro%*0r, R.* O, Krtokg R?
0 58+ 2 100+ 10 58+ 15 0,006+ 0,002 0,815
11 55+1 94+9 44+ 6 0,011+0,007 0,805
44 14+2 100+ 10 25+4 0,015+ 0,006 0,928
HiCap100 58 -0,38+1 100+ 11 26+4 0,014+0,01 0,783
75 -39+ 3 100+£5 10£3 0,080+0,02 0,968
92 -48+1 100+ 13 12+4 0,016+0,008 0,875
97 -56x+3 100+£11 13+3 0,017+£0,007 0,886

La velocidad de liberacién de Timol (kr) y la retencion fue dependiente de la RH. El
valor de R, disminuyé a medida que aumento la HR hasta 58%, mientras que entre 75
y 97% HR, no hubo diferencias significativas. Los valores de la constante cinética de
degradacién kg fueron bajos a 11 y 43 % HR. Sin embargo, dichos valores se
incrementaron notablemente entre 58 y 75 % de HR donde alcanzé su valor maximo,
para luego presentar un descenso brusco entre 75y 97 % de HR (ver Figura 1V.45).
Resultados similares fue hallado por otros investigadores. (Soottitantawat y col., 2005).

Esto podria ser explicado por el cambio de la estructura de la matriz (Ramoneda y
col., 2011; Soottitantawat y col., 2004), mientras la estructura individual de la capsula
se mantenga intacta, se logra mantener una alta retencién del voléatil incorporado. A
bajas HR la matriz permanecio en el estado vitreo mientras que a partir de 58% HR la
matriz se plastifico por efecto del agua, paso al estado gomoso, la matriz adquirié

mayor movilidad y entonces el timol puede difundir (Tabla 1V.13). Justamente, a estas
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HR se produjo el colapso estructural de la matriz, haciendo que la superficie efectiva
diminuya y la liberacion del timol también. En efecto a HR 11 y 44% las muestras
estaban en el estado vitreo a 25° C mientras que a HR de 75 y 92% las matrices
presentaron colapso estructural, con apariencia pegajosa y compacta tal como se

evidencia en las micrografias electronicas por SEM de los sistemas al finalizar el

almacenamiento (Figura 1V.46).

0.10

0.08+

o

o

[<2]
1l

kR(d ias) -1

0.04+

0 10 20 30 40 50 6.0 70 80 90 100
Humedad Relativa

Figura IV.45. Efecto de la humedad relativa en la constante de liberacion de timol (kg)
encapsulado en HiCap 100 a 25°C.
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La retencién de timol siguié una cinética de primer orden alcanzando un p/ateau cuyo
valor fue dependiente de la HR del sistema, ademas, las constantes cinéticas de
liberacion de timol (kg) fueron dependientes de la HR del sistema. Se puede concluir
que la retencién del timol est& controlada por las caracteristicas fisicas de la matriz y su
colapso estructural, que a su vez dependen de la HR del sistema.

Estos resultados pueden contribuir al conocimiento de los factores fisicoquimicos que

afectan la retencion de biomoléculas labiles encapsuladas en matrices deshidratadas.

ete 200w YOS Grew Vg s 108X R A - . LT g Qe 3i0w WO A Yoy TLBN [ .

M= 1293

0 7e 300W Vite A7 e Mage LI Senasinen 0. 30 Vile 4t Seenasinew J

Figura IV.46. Micrografias electronicas realizadas por SEM de timol encapsulado en Almidon
HiCap 100 al final del almacenamiento a 25°C y a distintas HR: a) 43% x1000 y x5000 en el
recuadro, b) 75% x1000 y x5000 en el recuadro, c) 92% x1000 y x5000 en el recuadro y d)
97% x125 y x1000 en el recuadro.
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IV.2.5.3. Comparacion de la estabilidad y liberacion de los compuestos
encapsulados en un sistema confinado (ciclodextrinas) y en una matriz

continua.

En la Figura 1V.47 esta representado el porcentaje de timol (a) y cinalmadehido (b)
liberado de sus respectivos complejos con las distintas ciclodextrinas estudiadas. Las
flechas indican la HR para la cual el valor de T4 fue de 25°C (mostradas en las Figura

1V.14).

Se puede observar que en el caso del timol (Figura 1V.47a) la liberacion es baja a HR
bajas pasa por un méaximo cerca de 75% HR y luego disminuye. El maximo de
liberacion para las CD modificadas (HPBCD y MBCD) ocurre a valores de HR para los
cuales la Ty es menor que 25°C, cuando la muestra comienza a co lapsar. Esto puede
atribuirse a los efectos contrapuestos del efecto del agua en el equlibrio de formacion
del complejo (que favorece la liberacion del ligando) y del colapso (Figura 1V.18 b y ¢)
gue impone restricciones a la difusién del timol en el complejo. Para la BCD, que es de
naturaleza cristalina, el comienzo de la liberacién se produce a la HR 84%, que coincide
con el aumento de la sorcibn de agua observada en la isoterma correspondiente

(seccion 1V.2.2.3.1, Figura 1V.20).

El cinamaldehido presenta un comportamiento distinto, ya que en las matrices de
HPBCD y MBCD no ocurre su liberacion hasta aproximadamente 75% HR, también en
relacion con el valor en que la Ty se hace menor que la temperatura ambiente. La

diferencia entre ambos comportamientos se puede deber a la mayor solubilidad del
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cinamaldehido en agua, que evita los efectos mencionados negativos del colapso para
la difusion y liberacion del ligando. La liberacién de cinamaldehido de la BCD tiene una

dependencia con la HR similar a la del timol, pero comienza a una HR un poco menor

en las condiciones estudiadas.

B BCD ™ MBCD N HPBCD

30 - o “P‘
20 T _ )
- | \1 - -
® 10 - - =
1 - - "’-‘“
] )
0 — M - P
--'r——»-_‘r -
. 1% e -
22% o
43% T —
58%  Jom%
84%
MBCD ¥ MBCD ™ HPBCD "

Figura IV.47. Porcentaje de ligando liberado (%L) de los complejos a los 3 meses de
almacenamiento a 25° C en funcion de la Humedad Relativa (HR%), (a) timol y b (CINAM)
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La liberacion de timol de la matriz de almidon modificado esta representada en la
Figura 1V.48 en funcion de la HR, donde se indican ademas los valores de (T-Tg). En
primer término, la fraccion de timol liberada en esta matriz continua fue mucho mayor

gue para los complejos de las CDs a una dada HR (comparar con la Figura V.47 ay b).

100 .

%L

Figura IV.48 Efecto de la HR en el porcentaje de timol liberado (%L) del timol encapsulado en
HiCap 100 a los 3 meses de almacenamiento y a 25° C.

A diferencia de lo que ocurre con los complejos de timol con las distintas CD, la
liberacion fue muy alta ain a las méas bajas HR. Al igual que en los casos anteriores, la
flecha indica las condiciones en las que los sistemas pasan a estar en estado gomoso.
Como se ve, ocurre liberacion de timol aun por debajo de T4 cuando ain no se percibe
colapso estructural en las muestras (Figura 1V.26). A 43% de HR, que corresponde a
(T-Ty) solo de 11° C, la liberacion de timol es cercana al valor maximo de pérdida, que

ocurre a 75% HR, condicion a la que el valor de (T-Tg) es mayor que 50° Cy al igual
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gue en el caso de los complejos de CD, la liberacién disminuye a las mas altas HR (84 y
97%). Sin embargo el efecto del colapso es menor en la matriz de HiCap que en los
complejos de CD. Cabe sefalar que el colapso es mucho mayor en los complejos de
CDs que que en las matrices de HiCap, lo que se puede observar comparando las

Figuras 1V.18 y 1V.26.
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V. Resumen e integracion de resultados



Resumen e integracion de resultados

V.1.

Estudio de los sistemas en solucion

V.1.1. Solubilidad de fases

Todos los diagramas de solubilidad mostraron que la solubilidad del timol y del
CINAM se incrementa linealmente con la concentracion de las CDs presentando
un comportamiento denominado tipo A,.. Este incremento de solubilidad esta
relacionado con la capacidad de las CDs de incluir al timol y al CINAM. Ademas la
pendiente de los diagramas para todas las CDs fueron menores que 1, lo que
indicaria la formacion de complejos 1:1.

La BCD, la HPBCD y la MBCD mostraron afinidades diferentes hacia el timol y el
CINAM, como lo indican los valores de K.. Asi, el grado de interaccion de ambos
compuestos con las diferentes CDs fue en el orden: BCD> MBCD> HPBCD. En
efecto, las K. de los complejos de BCD fueron mayores que los de MBCD, y estas
mayores que las correspondientes a la HPBCD. Ademas, la magnitud de dicho
incremento fue funcién de la temperatura y del compuesto incluido. Estos
resultados se podrian atribuir a que la derivacién de la CD con grupos alquilo o
hidroxialquilo produce una barrera estérica que dificulta la entrada del huésped
dentro de la cavidad de la CD y que este efecto es mayor cuando mayor es el
tamafo del grupo adicionado.

Los valores de las K. de los complejos timol-BCD, fueron mayores que los
correspondientes a los complejos CINAM-BCD a todas las temperaturas. Esto se

atribuye a que el grupo lateral C=C-CHO (del CINAM) posee un grupo insaturado
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gue hace que la molécula sea menos flexible lo que podria dificultar su entrada
en las CDs.

Esto permite concluir que las interacciones especificas ciclodextrina-huésped
juegan un rol importante en el valor de las constantes de equilibrio asi como los

efectos estéricos (tamafio y geometria del ligando y la ciclodextrina).

V.1.2. Termodinamica del proceso de inclusion

El estudio de la termodinamica del proceso de inclusion permitio determinar la

naturaleza de las interacciones entre la CD y el huésped.

Los resultados hallados para los parametros termodinamicos entalpia (AHY),
entropia (AS") y energia libre de Gibbs (AG') de formacion de los complejos de
inclusion muestran que ambos compuestos tienen una tendencia marcada a
formar complejos de inclusion con todas las CDs (BCD, MBCD y HPBCD).

Los valores negativos de entalpia indican que el proceso de interaccion de las
CDs con ambos huéspedes es exotérmico. Esto implica que las fuerzas
impulsoras principales involucradas en la reaccion de inclusion son las fuerzas de
Van der Waals y la expulsion de moléculas de agua de alta energia del interior de
la cavidad de la CDs.

Los valores de entropia también fueron negativos en dicho proceso. Este
comportamiento puede ser atribuido a que la formacion del complejo causa una

disminucién de los grados de libertad translacionales y rotacionales del complejo
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comparados a los de las moléculas libres, dando lugar a un sistema més
ordenado

Los valores negativos de la energia libre de formacién de los complejos indican
que el proceso de formacién de los complejos es espontaneo.

La magnitud de la contribucién entréopica (-TAS) y entélpica (AH") a la
espontaneidad de la reaccion (AG" negativa) fue diferente para los diferentes
complejos. Asi, mientras que para la BCD y la MBCD los valores de AH" fueron
significativamente mayores que el término TAS', para la HPBCD en cambio los
valores de -TAS" fueron aproximadamente igual a los valores de AH", lo que

indica menor facilidad para la formacion del complejo en este ultimo caso.

V.2. Estudio de los sistemas solidos

V.2.1. Propiedades térmicas de los sistemas estudiados

La desaparicion completa de los picos de fusién térmicos de las moléculas
huésped (CINAM y timol) cuando fueron examinadas como complejos indica que
los complejos se formaron.

Los termogramas de la CDs mostraron que mientras la BCD es cristalina la MBCD
y la HPBCD son amorfas presentado T.

La inclusién del huésped en MBCD o HPBCD produjo una disminucion significativa
de los valores de T, lo cual indica que en presencia de los huéspedes se

producen modificaciones estructurales que afectan las caracteristicas fisicas del
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sistema. En efecto, se verificO que a 25° C a HR superiores a 75% HR se
produce el colapso estructural de los complejos de dichas CDs, y a 84y 97% se
perdio la estructura por completo, volviéndose liquido, lo cual ya es visible en las
fotos (Figuras 1V.18 y IV.19 b y ¢).

La determinacion de los termogramas durante el almacenamiento permitio
determinar la cantidad de timol o CINAM liberado del complejo en funcién del

tiempo.

V.2.2. Propiedades de sorcion de agua de las ciclodextrinas y sus complejos

La isoterma de sorcién de la BCD presenté un perfil trifasico presentando un
plateau 75% HR, lo que indica la formacién de un hidrato cristalino estable de
10,5 de la BCD. Mas allda de 75% HR cantidad de agua adsorbida aumenta
rapidamente hasta llegar a un valor de 12.5 moles de agua por mol de BCD.

Los complejos de BCD-Timol y BCD-CINAM mostraron un perfil de sorcion similar
a la BCD. Sin embargo, la cantidad de agua absorbida a una dada HR fue menor.
De hecho, estos complejos forman hidratos con 7 moléculas de agua, en el caso
del complejo con cinamaldehido y 8,5 moléculas para el caso del complejo con
timol.

Esto confirmd que la formacion de complejos de timol o cinamaldehido con BCD
implica el desplazamiento de moléculas de agua del interior de la cavidad de la

CD.
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e Las isotermas de sorcion de agua de la HPBCD y la MBCD presentaron un perfil
sigmoideo, lo que refleja sus caracteristicas amorfas.
e La presencia del ligando no afect6 significativamente las isotermas de sorcion de

la MBCD y la HPBCD.

V.2.3. Propiedades de sorcion de agua de la matriz continua.

e Las isotermas de sorcién de agua de los sistemas HiCap 100 y timol- Hicap 100

presentaron un perfil sigmoideo.

e El método de secado afecta las propiedades de sorcion de las matrices. Asi, los

valores del contenido de agua de la matriz liofilizada fueron significativamente

mayores que los correspondientes a matriz secada por aspersiéon a la misma HR.

e La presencia de timol modificé las propiedades de sorcion de la matriz de HiCap
liofilizada especialmente a bajas HR.

e El modelo de GAB describi6 adecuadamente las isotermas de sorcion de todos

los sistemas estudiados.

V.3. Caracterizacion de los sistemas en estado solido

e El uso de SEM, DSC, XRD y FTIR-ATR permitié elucidar de una manera profunda
las interacciones en estado sélidas de los distintos sistemas entre el timol y el

CINAM con las CDs utilizadas, y sugieren la formacion de nuevas fases sdlidas,
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algunas en el estado amorfo, aportando fuertes evidencias la formacién de

complejos de inclusion.

V.4. Estabilidad de los sistemas estudiados

V.4.1. Cinética de liberacion del huésped de los complejos de ciclodextrina

La cantidad liberada de huésped (timol o cinamaldehido) de sus respectivos
complejos de inclusion fue funcion de la HR, de las caracteristicas estructurales
de la CD y huésped y del tiempo de almacenamiento.

El timol y el CINAM se liberaron de la BCD solo a 84 y 97% de HR.

Los complejos de timol-MBCD y timol HPBCD presentaron un comportamiento
totalmente diferente a la de la BCD, ya que aun a bajas HR el timol se liber6 de
la CD. A un dado tiempo de almacenamiento, el % liberado se incrementd al
aumentar la HR de almacenamiento.

La liberacion del CINAM de los complejos, CINAM-MBCD y CINAM-HPBCD
presenté un comportamiento similar al de los complejos CINAM-BCD. En efecto,
en el caso de Ilos complejos CINAM-MBCD, luego de 3 meses de
almacenamiento, se liber6 un 3% de CINAM a 97% de HRy de un 30 % a 84%
de HR luego de 6 meses de almacenamiento. El % L de CINAM liberado de los
complejos CINAM-HPBCD hasta 3 meses de almacenamiento fue muy bajo y s6lo
después de 3 meses el % liberado se incrementd abruptamente a 97 y 75 % de

HR.

226



e Estas diferencias de comportamiento son ocasionadas por la diferente estructura
quimica, que presentan el timol y el CINAM, lo que ocasiona diferencias en su
hidrofobicidad y caracteristicas estéricas.

e Estos resultados muestran que tanto las CDs naturales (BCD) o modificadas
(MBCD y HPBCD) pueden mantener alojados en su anillo al huésped, durante
largos periodos de tiempo. Dicho tiempo es funcién de la HR de almacenamiento,
la naturaleza de la CD y el ligando. Ademas se observa que el CINAM

permanecié encapsulado durante largos periodos de tiempo en el interior.

V.4.2. Estabilidad del timol encapsulado en la matriz de HiCap 100

e La retencion de timol siguié una cinética de primer orden alcanzando un
plateau cuyo valor fue dependiente de la HR del sistema.

e Las constantes cinéticas de retencion de timol (kp) fueron dependientes de la
HR del sistema y de las caracteristicas fisicas de la matriz.

e Se puede concluir que la retenciébn del timol est4d controlada por las
caracteristicas fisicas de la matriz y su colapso estructural, que a su vez

dependen de la HR del sistema.

227



V.4.3. Comparacion de la cinética de liberacion del timol encapsulado en un

sistema confinado (ciclodextrinas) y en una matriz continua.

La liberacion de timol de la matriz de almidén modificado, al igual que en el caso de
las CDS, fue funcién de la HR %, sin embargo existen diferencias significativas entre las
CDs y la matriz continua. En primer término, la fraccién de timol liberada en esta matriz
continua fue mucho mayor que para los complejos de las CDs a una dada HR (2 ¢ 3
veces) y la liberacién fue muy alta aln a las mas bajas HR (a diferencia de lo que
ocurre con los complejos de timol con las distintas CDs). Al igual que para MBCD e
HPBCD la liberacién se incrementa abruptamente cuando los sistemas pasan a estar en
estado gomoso. La maxima liberacién ocurre a 75% HR, condicién en que el valor de
(T-Ty) es alto, mayor que 50°C. Ademas, al igual que en el caso de los complejos de las
CDs, la liberacién disminuye a las mas altas HR (84 y 97%) cuando los sistemas

colapsan y entonces se restringe la difusion del timol hacia el medio.

V.4.4. Relacion entre propiedades termodinamicas (K.) de los complejos en
solucion y la estabilidad (cinética de liberacion del ligando) de los mismos en
estado sdlido

Se tratd de establecer si existia una vinculacion entre el comportamiento de los
complejos en solucion y en estado solido. Con tal objetivo se relacionaron las
constantes termodinamicas de formacién de los complejos y la cinética de liberacion del
huésped (% L) en estado sélido. En La Figura V.1 ay b se muestra el porcentaje de

ligando liberado a cada HR en funcién del AG (-RT In K¢). En el caso de los complejos
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del timol a bajas HR (22%, 43% y 58%) se observa que existe una correlacion entre el
% liberado y el AG (Figura V.1 a) de cada matriz. En efecto, cuanto mas negativo es AG
menor es el % L. A HR superiores a 75 % HR (84 y 97%) no se verifica esta
correlacion. Esto puede atribuirse a los efectos contrapuestos del efecto del agua en el
equilibrio de formacion del complejo (que favorece la liberacion del ligando) y del
colapso, que impone restricciones a la difusion del timol en el complejo. Para la BCD,
que es de naturaleza cristalina, el comienzo de la liberacion se produce a la HR 84%,
que coincide con el aumento de la sorcion de agua observada en la isoterma

correspondiente.
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Figura V.1. Porcentaje liberado a los 3 meses (%L) de almacenamiento a 25° C en funcién
del AG (-RT In K,) a diferentes HRy 25° C a) timol y b) cinamaldehido .
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VI. Conclusiones



Conclusiones

La formacion de los complejos de 2 compuestos hidrofébicos (timol y cinamaldehido)
con una CD natural (BCD) y dos de sus derivados solubles (MBCD y HPBCD) fue
confirmada a través de la utilizacion de las técnicas descriptas en esta tesis que

permitieron la caracterizacion fisicoquimica de los mismos.

El estudio de solubilidad de fases permitio determinar la estequiometria, las
constantes termodinamicas y los parametros termodinamicos: entalpia (AH"), entropia
(AS") y energia libre de Gibbs (AG") de formacion de los complejos de inclusion. La

estequiometria de los complejos fue en todos los casos 1:1.

Mediante estos estudios se determind, por ejemplo, que si bien la MBCD y la HPBCD
possen mejores propiedades solubilizantes, la BCD fue la que mostré la mayor afinidad
por los huéspedes analizados de complejacion (> Kg), y mayor retencion adn a

humedades relativas altas (hasta 84%)

La determinacion de las propiedades de hidratacion de los complejos, CDs y la matriz
continua, en combinacion con las térmicas, permiti6 concluir que la BCD y sus
complejos son cristalinos, mientras que las CDs modificadas (MBCD y HPBCD) y sus

complejos correspondientes son amorfos y presentan una transicion vitrea bien
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definida. La matriz continua por su parte, presentd un comportamiento similar al de

MBCD e HPBCD.

El uso de SEM, DSC, XRD y FTIR-ATR permiti6 confirmar de una manera mas
profunda la existencia de interacciones en el estado sélido, entre los huéspedes (timol y
CINAM) con las diferentes CDs y ademas permitié evidenciar la formacién de nuevas

fases solidas.

La cantidad liberada de huésped (timol o cinamaldehido) de sus respectivos complejos
de inclusion fue funcion de la HR, de las caracteristicas estructurales de la CD y el

huésped y del tiempo de almacenamiento.

En los complejos de la BCD, que son cristalinos y no colapsan, la liberacion se produce
sOlo a partir 84% HR, que coincide con el aumento de la sorcidon de agua observada en
la isoterma. En el caso de los complejos del timol con MBCD e HPBCD la liberacién del
timol se incrementa y luego disminuye como consecuencia del colapso estuctural de los
complejos. El cinamaldehido presenté un comportamiento distinto, ya que en las
matrices de HPBCD y MBCD no ocurre su liberacion hasta aproximadamente 75% HR.
La diferencia entre ambos comportamientos se puede deber a la mayor solubilidad del
cinamaldehido en agua que evita los efectos mencionados negativos del colapso para la

difusién y liberacion del ligando.
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La fraccion de timol liberada en la matriz continua del almidén modificado HiCap fue
mucho mayor que para los complejos de las CDs a una dada HR y la liberacién fue muy
alta aun a las mas bajas HR. La liberacion se incrementa abruptamente cuando los
sistemas pasan a estar en estado gomoso y luego disminuye a las mas altas HR cuando

el sistema colapsa y entonces se restringe la difusion del timol hacia el medio.

En sintesis, la liberacién de los huespedes de las CDs y del timol de la matriz continua
estuvo determinda por las propiedades de sorcién de agua y térmicas del sistema que a

su vez determinan las caracteristicas fisicas de la misma.

El estudio de los complejos en solucién permite determinar la estequiometria y si es
posible la formac6n del complejo. La determinacién de las constantes termodindmicas
es un paso previo importante para establecer las potenciales aplicaciones en la
liberacion controlada de farmacos, colorantes o flavors. Sin embargo, como no es
cinético, sino temodindmico, no da informacion de la estabilidad del sistema ni aun a
altas HR, donde se esperaria que exista una correlacién entre K. y el % L. En nuestro
caso los efectos de no equilibrio y el colapso de la estructura, no permite establecer
correlaciones con las constantes termodinamicas (K¢) del sistema liquido. A pesar de
ello, es de hacer notar que en el caso de la BCD, tiene una K, mayor y en ella se

produce la liberacion de los huéspedes estudiados recién a valores de HR de 84%.
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Los resultados de esta tesis demuestran que la formacion de complejos de inclusién
produce importantes modificaciones fisico-quimicas en el compuesto incluido. Esto
afecta la estabilidad y la biodisponibilidad del huésped. De esta manera, mediante el
control de esos aspectos, los factores relevantes para el disefio de procedimientos de
encapsulacién, estabilizacion y liberacion controlada de sabores, pigmentos y otros
aditivos alimentarios pueden ser controlados. Dichos factores son de gran interés en las

industrias de alimentos, farmacéuticas, cosméticas y de biotecnologia.
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