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RESUMEN

RESUMEN

La autoorganizacion de anfifilos en agua para formar micelas ha sido objeto de
una gran variedad de investigaciones. En particular la concentracion micelar
critica (CMC) ha sido determinada por numerosos investigadores usando
diferentes técnicas. El desarrollo de nuevos calorimetros de alta sensibilidad ha
hecho muy atractiva la aplicacion de esta técnica a este tipo de estudios. Por lo
que, para este proyecto se empled la técnica de calorimetria de titulacion
isotérmica (CTI), técnica analitica ampliamente utilizada en areas de

investigacion.

En este trabajo se determiné la concentracion micelar critica y la entalpia de
desmicelizacion (AHgesm) del tensoactivo no idnico n-octil-B-D-glucopiranésido
(OGP) a 25 °C, utilizando un microcalorimetro de titulacion TAM (Termal Activity
Monitor) (Thermometric Suecia). Para este tensoactivo se obtuvo una CMC de
27.83 x 103 mol kg! y un AHgesm de -6.9 kJ mol-! en disolucion acuosa a 25 °C.
Para este tensoactivo el valor de CMC que se encuentra reportado en la literatura
es de 17 — 25.4 mM y para el AHgesm se reporta un valor de -6.9 kJ mol! en un

rango de temperatura de 25 — 30 °C.

Las ciclodextrinas (CD) son moléculas que han tomado importancia en los ultimos
anos por la capacidad que tienen de formar complejos de inclusién con moléculas
hidrofobicas, esto se debe a que las CD’s poseen una cavidad hidrofébica
mientras que la superficie es hidrofilica. El término de ciclodextrina engloba una
familia de oligosacaridos cuya estructura esta formada por unidades de
glucopiranosa. Las mas importantes son las denominadas a, B y y-ciclodextrinas
compuestas por 6, 7 y 8 unidades de glucopiranosa, respectivamente. Esta
peculiar caracteristica de formar complejos de inclusion estables permite que las
CD tengan multitud de aplicaciones en farmacologia, biotecnologia, tecnologia de
alimentos, cosmeética, quimica analitica, etc. Debido a esta particular

caracteristica, se decidio estudiar, por la técnica de, el efecto que tienen las
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ciclodextrinas modificadas sobre el proceso de micelizacion del OGP. Las
ciclodextrinas modificadas utilizadas fueron las Hidroxipropil-a, B y y-ciclodextrina
(HP-0, y y-CD) y los parametros determinados para el proceso de complejacion
entre HPCD-OGP fueron la constante de equilibrio (K11) y la entalpia de formacion
de complejos (AH11) en un intervalo de concentracion de S - 30 x 10-3 mol kg1 de
HPCD. Para los dos procesos estudiados, formacion de complejos y
desmicelizacion, se calcularon también los cambios de energia de Gibbs y de
entropia. En general, este estudio esta enfocado al analisis de la termodinamica
de formacion de micelas y a la formacion de complejos de inclusion HPCD — OGP,
con lo cual se pretende demostrar como todas las propiedades termodinamicas
estudiadas pueden ser determinadas por la técnica de calorimetria de titulacion

isotérmica.
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CAPiTULO 1

ANTECEDENTES

En este capitulo se hace referencia a los fundamentos que preceden a este trabajo
de tesis Describiremos de manera general las caracteristicas de los dos grupos de
moléculas con los que hemos realizado nuestros experimentos: tensoactivos y
ciclodextrinas. Hablaremos de su clasificacion, de su estructura tanto a nivel
molecular como de los diversos niveles de agregacion en los que se pueden
organizar, de sus particularidades fisicoquimicas y de las diversas técnicas

experimentales que se utilizan para su estudio

1.1 Tensoactivos

A lo largo del extenso espectro de temas relacionados con las superficies y
coloides, hay uno que se refiere a las especies quimicas que tienen una
propension especial a localizarse en la interfase hidrofébicas/hidrofilicas o
liquido/vapor, o a organizarse en solucion acuosa en concentraciones molares
muy bajas. A tales materiales se les ha dado el nombre general de agentes con
actividad superficial o tensoactivos.

Los tensoactivos son sustancias versatiles, utilizados en una variedad de areas,
incluyendo la cinética quimica y como simuladores de membrana. Los
tensoactivos los podemos encontrar en diversos productos de consumo diario
como son aceite de motor, productos farmacéuticos, alimentos extrudidos,
detergentes, cosméticos, etc.

Los tensoactivos son compuestos cuyas moléculas se caracterizan por tener una
estructura polar (hidrofilo)- no polar (hidréfobo) (figura 1.1), con tendencia a
localizarse en la interfase formando una capa monomolecular adsorbida en la

interfase L.
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Entre los materiales que poseen grupos importantes quimicos que afectan la
superficie, se mencionan generalmente a los anfifilicos (preferencia por ambos),
indicando que éstos presentan cierta afinidad por las dos fases que son

parcialmente inmiscibles.

Grupo hidrdfilo Cadena hidrofdbica

Fig. 1.1. Estructura molecular basica de un material con actividad superficial.

Las moléculas de la superficie en una disolucion tienen una energia potencial
mayor que las moléculas en el interior, esto es porque las moléculas que se
encuentran en la superficie interactian mas fuertemente con las moléculas del
interior que con las moléculas de gas que se encuentran encima de ellas.

Los agentes con actividad superficial tienen una caracteristica peculiar, que
consiste en que cuando son disueltos, la presencia del grupo hidrofobico en el
interior del disolvente causa distorsion de la estructura del disolvente,
incrementando la energia libre del sistema, lo que implica que se necesita un
menor trabajo para llevar una molécula de tensoactivo que una de agua a la
superficie; por lo tanto el tensoactivo se concentra en la superficie. La estructura
anfifilica del tensoactivo no solamente causa la concentracion de éste en la
superficie, sino que también causa la reduccion de la tensiéon superficial XX,
Puesto que se requiere menor trabajo relativamente para atraer las moléculas de
tensoactivo hacia la interfase que para atraer a las moléculas del solvente, la
presencia del tensoactivo decrece el trabajo requerido para incrementar el area
interfacial . La estructura anfifilica de las moléculas de tensoactivo en la interfase
y la consecuente alteracion de las energias interfaciales correspondientes, resulta
en la orientacion de las moléculas adsorbidas tal que el grupo hidrofobo queda
fuera del bulto del solvente (fig. 1.2). El resultado de la orientacion molecular
produce importantes efectos macroscopicos observados en estos compuestos con

actividad superficial. La estructura quimica de los tensoactivos pueden
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modificarse para variar su solubilidad de acuerdo a la naturaleza del solvente y

del sistema donde sera disuelto y las condiciones de su uso.

Fase 2 (Aceite o vapor)

R

: -‘——-—- Moléculas
orientadas
-~

Fase 1 (Acuosa)

W— Orientacion

Aleatoria en
solucion

e

Fig. 1.2 Ilustracion esquematica de la orientacion preferencial de las

g

moléculas de tensoactivo en la interfase.

1.1.1 Clasificacion de los tensoactivos

Tensoactivos idnicos: Son los que se disocian en agua y a la vez se clasifican en:

Tensoactivos anionicos: Se les da este nombre porque el extremo polar de la

molécula es un anion y estan constituidos por una cadena alquilica lineal o
ramificada.

Tensoactivos catidnicos: Son aquellos compuestos que su extremo polar es un

cation, ejemplos compuestoscuaternarios de amonio, o una amina grasa en medio

acido.

Tensoactivos anfotéricos: Como su nombre lo indica, actian dependiendo del
medio en que se encuentren, en medio basico son aniénicos y en medio acido son

cationicos. Presentan en su molécula a grupos anidnicos y cationicos,
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constituidos por una cadena grasa y un nitréogeno cuaternario conteniendo un
radical anionico, son productos completamente estables en sistemas acidos y
alcalinos, son basicos en el area cosmética por su inocuidad a la piel, también

tienen aplicacion en inhibidores de corrosion y en la neutralizacion de cargas.

Tensoactivos no ionicos: Los no idnicos son los que se disuelven, pero no se
disocian en agua. El témino "tensoactivo no-ionico" se refiere principalmente a los
derivados polioxietilenados y polioxipropilenados, también se incluyen en esta
categoria los derivados anhidridos, sorbitan, alcanolamidas, grasas, etc. Esta
clase de tensoactivos poseen propiedades hidroéfilas que dependen de los grupos
polifuncionales que forman enlaces de hidréogeno. Los tensoactivos no-idnicos
tienen la ventaja de que son estables con la mayoria de los productos quimicos en
las concentraciones usuales de empleo. Al no ionizarse en agua, no forman sales
con los iones metalicos y son igualmente efectivos en aguas blandas o duras. Su
naturaleza quimica los hace compatibles con otro tipo de tensoactivos aniénicos,
cationicos y coloides cargados positiva y negativamente. Estas caracteristicas, los
hacen valiosos como materia prima para la formulacion de diversos productos

industriales como:

Agricultura : concentrados emulsionables y polvos mojables.

Latex : emulsionantes primarios y coemulsionantes.

Curtido : desengrase, tenido, engrasado.

Textiles : mercerizado, blanqueado, tefiido, descrude.

Procesos de metales: limpiadores alcalinos.

Pintura : humectacion y dispersion de pigmentos.

Petroleo : tratamiento de pozos de gas, aditivos para lodos de perforacion.

Pulpa y papel : lavado de pulpa, desentintado de papel, humectantes y
suavizantes.

Quimica : intermediario de sintesis de otros tensoactivos anionicos y cationicos.
Limpiadores en general : limpiadores de pisos, detergentes de lavanderia

combinados en pequena proporcion con los tensoactivos anionicos.
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Tabla 1.1. Clasificacion de los tensoactivos

Clasificacion

Tipo

Ejemplo

Tensoactivos idnicos

a) Anidnicos

Jabones
Alcoholes grasos saturados
Esteres grasos sulfatados

Ac. Carboxilicos sulfatados

Alfa-olefinas sulfonadas

Estereato sodico

Lauril sulfato sodico

Acido o grasasulfatada
Sales sodicas del ac. Oleico

sulfatado

b) Cationicos Sales cuaternarias de | Aminas grasas primarias
amonio Aminas grasas secundarias
Aminas grasas terciarias
Aminas en medio acido
Tensoactivos no | Esteres de acido grasos Monoestearato de
ionicos etilenglicol
Alcanolamidas
Lauril monoetanolamida
Alcoholes de alquiaril
poliéter Triton X-100
Alcohol laurico etoxilado
Alquil glucésidos n-Octil-B-D-
glucopiranosido
Tensoactivos Betainas Alquil amida propilmetil-
anfotéricos betaina

Derivados de imidazolinas

N-dodecil-N:N-dimetil

betaina

10
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1.1.2. Formacion micelar y concentracion micelar critica

Cuando la estructura molecular de un compuesto es tal que su molécula contiene
partes solubles en agua y otras insolubles, el comportamiento del compuesto
frente al disolvente cambia, ya que no se distribuyen uniformemente en el
disolvente, siendo su concentracion en la superficie de una solucion acuosa y en
sus proximidades, mayor que en el resto del liquido. Los tensoactivos, debido a la
estructura polar-apolar de sus moléculas, presentan este fenomeno y disminuyen
la tension superficial del agua en concentraciones por debajo de la concentracion
en la que el tensoactivo ha cubierto la totalidad de la superficie. Arriba de esta
concentracion las moléculas de tensoactivo se dirigen hacia el interior del liquido
formando agregados de moléculas resultando una estructura con una orientacion
especifica de alto peso molecular. Alrededor de esta concentracion se observan
cambios bruscos en las propiedades fisicoquimicas como son conductividad,
presion osmotica, turbidez, tension superficial, etc. La concentracion a la cual se
da este cambio se le llama concentracion micelar critica (CMC). Esta propiedad es
caracteristica de los tensoactivos y cada valor de CMC va a depender de la
naturaleza del mismo, de la temperatura, de la presencia de terceros

componentes, etc L.

1.1.3. Medicion de la CMC acuosa

El valor de la CMC puede ser determinado por el cambio de algunas propiedades
fisicoquimicas del tensoactivo 6 de la solucion del tensoactivo. Algunas
propiedades fisicoquimicas que han sido estudiadas para este proposito son: la
detergencia, viscosidad, densidad, conductividad, humectaciéon, tension
superficial, presion osmoética, tension interfacial, turbidez, solubilizacion, indice
de refraccion y dispersion de la luz. Otras técnicas mas sofisticadas también

pueden ser empleadas como son difraccion de rayos-X, espectroscopia de

11
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resonancia magnética nuclear, calorimetria, cromatografia, potenciometria,
espectroscopia de emision fluorescente y espectroscopia de absorcion de UV-
visible I, Estas propiedades fisicoquimicas y posiblemente otro tipo de mediciones
son evidencia de la formacion de agregados o micelas en soluciones con
concentraciones relativamente bien definidas de tensoactivo.

A continuacion se muestra una grafica en la cual se ilustra, como a partir de
algunas propiedades fisicoquimicas, se puede determinar la CMC.

Los resultados de los estudios de las propiedades de tensoactivos en solucion, se
interpretan de forma clasica en términos de la asociacion esférica de las

moléculas de tensoactivo denominada “micela”.

!
P r
r I
o I ., -
p Presion osmotica
i
e Solubilizacion
d
a Resonancia
d magnética
Tension
/ superficial
l Conductividad

Auto-difusion

O A e = s
\\\

i

CMC Concentracion molar

Fig. 1.3. Determinacion de la CMC a partir de algunas

propiedades termodinamicas.

El interior de la micela se describe esencialmente como de naturaleza
hidrocarbonada, mientras que la superficie consiste de una capa de grupos
polares parcialmente neutralizados por los iones contrarios. Estudios recientes en

los que se han utilizado nuevas técnicas rinden mayor informacion acerca de la

12
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naturaleza microscopica de las estructuras asociadas. Las micelas no son
especies estaticas, sino que son, especies dinamicas con rapidos intercambios
permanentes de moléculas entre los agregados y la fase en solucion (1 — 10 ps) !

(fig. 1.4).

Monomero

Fig.1.4. Equilibrio micelar

A pesar de que la imagen clasica de una micela es la de una esfera, la evidencia
sugiere que las micelas esféricas no son la regla. Debido al empaque geomeétrico
requerido, las estructuras elipsoidal, forma de disco y como barra, pueden ser
formas mas comunes de encontrar en micelas (figura 1.5), sin embargo, desde el

punto de vista practico, el modelo esférico resulta como una herramienta util .

®
Sooceer

Fig.1.5.Las formas mas comunes de micelas (a) esférica, (b) laminar,

(c) esférica invertida, (d) elipsoidal, (e) rodillo

13
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Como panorama general podemos citar que a una cierta concentracion lo
suficientemente grande (usualmente a concentraciones mayores a 104 M) I el
estado fisico de las moléculas de tensoactivo disueltas en agua cambian
dramaticamente. Por debajo de esta concentracion critica los tensoactivos se
presentan como monémeros y por arriba de la CMC, el tensoactivo existe como
agregado o micela en equilibrio con monémeros. Es importante tener presente que
el estado de agregacion de los anfifilos en solucion acuosa es compleja, debido a
que esta en funcion de la estructura del anfifilo, la carga de las moléculas y de las
propiedades del disolvente (concentracion del detergente, fuerza idnica, pH,
temperatura, etc). En tensoactivos con cadenas alifaticas generalmente su
numero de agregacion es de 20 — 200, dependiendo de la estructura molecular del
anfifilo XII,

Existe una gran variedad de meétodos para determinar la CMC I el método
utilizado en este proyecto, fue el método de calorimétrica de titulacion isotérmica
(CTI). Este método resulto ser bueno para los sistemas estudiados (OGP puro y
HP-a, B e y-CD-OGP). Esta técnica calorimétrica tiene la ventaja sobre otras,

debido a que nos proporciona ademas de la CMC la entalpia de desmicelizacion.

1.1.4. n- Octil-B-D-glucopiranodsido

El OGP (fig. 1.6) es un tensoactivo que pertenece al grupo de los tensoactivos
denomidados “tensoactivos derivados de azucar” (“sugar surfactants”) o “alquil
glucosidos”. Este tipo de tensoactivos estan formados por una cadena alquilica y
un sacarido derivado de D-glucosa, los cuales estan unidos a través de un enlace
glucosidico. Por lo general, la cadena alquilica de estos tensoactivos suele ser de
6 — 18 atomos de carbono

Desde el punto de vista de su aplicacion, los “tensoactivos derivados de azucar”
tienen la ventaja de que son menos toéxicos, son biodegradables y son inocuos
para la piel, por estas caracteristicas especiales hay una demanda en ascenso.
Estudios enfocados a los ésteres de sacarosa en varias aplicaciones relacionadas

con la industria alimenticia, han mostrado que este tipo de tensoactivos tienen

14
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buenas propiedades funcionales, estas caracteristicas los hacen una opcion
interesante para esta industria. En ciertos casos las ésteres de sacarosa inhiben
el crecimiento de microorganismos tales como Escheriquia coli. En sistemas
biologicos tales como en alimentos, hay evidencia de interaccion con proteinas,
asi como con otros componentes del alimento. Sin embargo, la sintesis de una
variedad amplia de anfifililos basados en aztuicares aparece reportada en literatura
reciente, relativamente pocos estudios sistematicos de estructura-funcion de estas
moléculas han sido reportadas V. Estos tensoactivos también son muy utiles en el
proceso de cristalizacion de membranas proteicas como una precondicion para
determinar la estructura espacial.

El OGP fue utilizado por primera vez por Baron y Thompson en 1975 para el
estudio de membranas XXIV, E] uso del OGP se ha ampliado por su habilidad de
solubilizar las membranas proteicas con una perdida minima de funcionalidad,
por sus propiedades no desnaturalizantes en proteinas y por tener una elevada
CMC V1, XVI, XVII_

La CMC de los tensoactivos derivados de azucar ha sido determinada por
diferentes métodos, principalmente por tensién superficial, pero también se ha
utilizado el método de fluorescencia, dispersion de luz, volimenes molares
aparentes, etc., en la tabla 1.2 se presentan algunos propiedades micelares

reportadas en la literatura del OGP XXIV,

CH20H
L 0 07NN
OH

OH
OH

Fig. 1.6. Estructura del n-octil-B-D-glucopiranosido

15
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Tabla 1.2. Propiedades micelares del OGP XXIV

| Parametro | Valor | Método utilizado
CMC (mM) 25 Tension superficial, 25 °C
24 Dispersion rotatoria, 25 °C
23.2 Fluorescencia
23.4 Fluorescencia
17 Tension superficial, 25 °C
25.4 Dispersion de luz, 22 °C
18-20 Tension superficial, 22 °C
19 Tension superficial, 25 °C
20 Tension superficial, 25 °C
24 Volumenes molares aparentes
25 Tension superficial, 25 °C
23.7 Titulacion calorimétrica (buffer
0.1 M NaCl, 10 mM Tris, pH 7.4),
28 °C
Numero de 70 Sedimentacion, 20 °C
agregacion 87 Dispersion de luz, 22 °C
82 Sedimentacion, 22 °C
7510 Sedimentacion, 22 °C
82 Dispersion de luz, 25 °C
83 Sedimentacion, 30 °C
Radio 26-34 25 °C
micelar (A) | 23.5 Auto-difusion, 22 °C
23+3 Auto-difusion, sedimentacion, 22
30 °C
25 Auto-difusion
Dispersion de luz, 25 °C
Radio axial | 3.4 Auto-difusion
p 4.5 RMN

1.1.5. Aplicaciones generales de los tensoactivos

La aplicacion de los tensoactivos en la actividad cientifica y en la industria son
muy variados, en la tabla 1.3 se citan algunas de las principales aplicaciones de

los tensoactivos, a nivel industrial y en productos de consumo.
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Tabla 1.3. Aplicaciones actuales mas importantes de los tensoactivos

Aplicacion industrial Articulos de consumo
Materiales de construccion Adhesivos
Aditivos para cementos Alimentos y bebidas
Cultivos agricolas Farmacos
Industria de la limpieza Productos fotograficos
Lubricacion Detergentes, shampoos, cremas
Manufactura de papel Impermeabilizantes
Textiles Productos de limpieza y
Cosmeéticos lavanderia
Recuperacion del petréleo Impermeabilizantes
Procesamiento de piel

1.2. Ciclodextrinas

Las ciclodextrinas (CD) presentan un especial interés tanto para la industria como
para la actividad cientifica, ya que son compuestos ciclicos organicos que tienen
la capacidad de formar complejos de inclusion con algunas sustancias
hidrofobicas. Esta peculiar caracteristica de formar complejos de inclusion
estables permite que las ciclodextrinas tengan una multitud de aplicaciones en
farmacologia, biotecnologia, tecnologia de alimentos, cosmética, etc VI. Estos
compuestos también son empleados como modelos para estudiar procesos
complejos tales como la hidratacion macromolecular, las interacciones
hidrofobicas y la interaccion de enzimas con sustratos. Las ciclodextrinas pueden
dividirse en dos grandes grupos: las nativas y las modificadas, a las primeras se
les denomina asi ya que se encuentran en su estado natural y las modificadas son
aquellas en las que se ha sustituido un grupo funcional de forma covalente. Las

aplicaciones de las modificadas son mayores con respecto a las nativas ya que sus
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propiedades fisicas y quimicas dependen de las caracteristicas de los

sustituyentes.

1.2.1. Historia

Las ciclodextrinas también Illamadas ciclooligosacaridos, dextrinas de
Schardinger, ciclomaltooligosacaridos o cicloamilosas, (CD) son producto de la
degradacion del almidén causada por las enzimas  ciclodextrin-
glucosiltransferasas, CGTasas, de origen bacteriano. Algunas bacterias
productoras de la enzima son el Bacillus macerans y Alcaliphilic bacilli.

Las ciclodextrinas fueron descubiertas en 1891 por Villiers, quien las aislé6 como
producto de la degradacion parcial del almidon de un cultivo de Bacillus
amilobdcter, las llamo celulosinas y descubrié que por lo menos habia dos clases
diferentes. En 1903, Schardinger publico datos similares para la B-CD, que
coincidian con Villiers, con los cuales se confirmaban como oligosacaridos ciclicos
y en 1930, K. Freudenberg inform6 que las ciclodextrinas estan constituidas por
unidades de glucosa. Las masas moleculares de las ciclodextrinas mas comunes
(o, B, ¥ v) se determinaron 11 anos después. En 1904, el mismo Freudenberg
observo que las CD podian formar complejos de inclusion y D. Frec. Propuso los
procedimientos para sintetizar las ciclodextrinas puras. Donald Cram durante la
década de los cincuentas, inici6 el estudio sistematico de la formacion de
complejos de inclusion, ademas encontré que las ciclodextrinas por si mismas,
catalizan algunas reacciones e informo6 acerca de la resolucion de racematos
mediante estos oligosacaridos. Los trabajos de Cram durante los cincuentas

establecieron las bases de la quimica de los complejos huésped-anfitrion Vil

1.2.2. Estructura y propiedades de las ciclodextrinas

Las ciclodextrinas estan constituidas por unidades o-D(-)-glucopiranosa,

conectadas entre si por enlaces a-1,4 (fig. 1.7) en un numero variable que va
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desde 6 hasta 12. Estas glucopiranosas relativamente rigidas tienen conformacion

de silla.

O—_ H
Fig. 1.7. Representacion de las estructura anomérica

de la a-D-(-)-glucopiranosa

. L T %
Superior 6 3

Fig. 1.8 Numeracion de carbonos y oxigenos de la a-ciclodextrina.

Las ciclodextrinas mas comunes son las de 6, 7 y 8 unidades de glucopiranosa,

nombradas o, y y ciclodextrinas respectivamente (fig. 1.9). Existen otros
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miembros de la familia tal como la é-ciclodextrina que tiene nueve unidades de
glucopiranosa, la e-ciclodextrina con 10 unidades de glucopiranosa y compuestos
ciclicos superiores y ramificados. Los ciclos de menos de seis unidades no se
pueden formar por razones estéricas y los anillos de mas elementos pueden ser
sintetizados, sin embargo no presentan gran utilidad puesto que son muy
solubles en agua y tienen poca capacidad de formar complejos. Los carbonos y los
oxigenos de las unidades de glucopiranosa se numera para su referencia segun la
figura 1.8, en la vista superior de la molécula de agua asociada a ella en donde el

asterisco muestra aproximadamente el centro del oxigeno.

% ° S a - cicladextrina
(e ‘S'O
o/ Lo & o‘by
A Q
)&
\;ég/o o 3

o % "
& £ B - ciclodextrina
o o (o]
oy N, 3 3 2
T E
O
&
on?
o GHOH
g‘ o O/%’Ao o
- _-_Q % wo
% L
o]
‘)&% ™
O
% N . .
/oy g y - ciclodextrina
ot 5P
o 3 Q
x
L o
W ﬁ@

Fig. 1.9. o, B y v - ciclodextrina
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La estructura conica formada a través de enlaces éter C(1) — O — C(4), permanece
estable gracias a los grupos hidroxilo, tanto secundarios como primarios. Por un
lado, existen puentes de hidrogeno entre los grupos OH(3) con los OH(2), ambos
pertenecientes a diferentes unidades de glucopiranosa dentro de la misma
macromolécula. Por otro lado, el tamano de los grupos —CH2OH tienen cierto
impedimento estérico que evita la completa rotacion de las unidades de
glucopiranosa dentro de la misma macromolécula. Alrededor del enlace éter solo
existen pequenos cambios conformacionales en la estructura. Estas dos
contribuciones permiten que grupos OH secundarios permanezcan en uno de los
extremos de la estructura, el mas ancho, y los primarios en el otro. Al mismo
tiempo, los grupos hidroxilos secundarios OH(3) y OH(2) estan en posiciones
ecuatoriales; los OH(2) apuntan ligeramente hacia el interior de la cavidad y los
OH(3) hacia afuera. Sin embargo, ambos coinciden con la direccion del eje de
mayor simetria de la molécula, el cual puede ser considerado como el que pasa de

un lado a otro de la estructura y por el centro de la cavidad, véase la figura 1.10.

Fig.1.10. Posicion de los hidrégenos y de los grupos OH en la molécula de CD.
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Como consecuencia de este ordenamiento de grupos hidroxilo, los oxigenos de los
enlaces éter y los hidrogenos (3) y (5) quedan adentro y apuntando hacia el centro
de la cavidad, en tanto que los hidrogenos (1), (2) y (4) quedan afuera y en
direccion perpendicular al eje de la molécula. Puede verse que la cavidad interna
es hidrofobica y la parte externa es un cinturéon hidrofébico con grupos
hidrofilicos en los extremos.

0.53 nm : 0.78 nn
» Sitios hidrofilicos <%

v

A

Cavidad

\/’

Sitios hidrofilicos

Fig. 1.11. Sitios hidrofobicos e hidrofilicos de las CD’s

Puesto que el lado mas amplio de las ciclodextrinas tiene el doble de grupos
hidroxilo que el lado mas angosto, los momentos dipolares son relativamente
grandes: aproximadamente igual a 5 Debyes y su direccion coincide con el eje de
mayor simetria de la molécula. Nuevamente podemos decir que estos dos bordes
les confieren un caracter polar a las ciclodextrinas.

Las ciclodextrinas son moderadamente solubles en agua, etanol y metanol y
perfectamente solubles en disolventes aproéticos polares como dimetilsulfoxido
(DMSO), dimetilformamida (DMF), N,N-dimetilacetamida, piridina y las mezclas de
éstos.

Debido a la forma de cono truncado que tienen las ciclodextrinas y sus
desviaciones de la simetria ideal C,, sus dimensiones s6lo pueden darse con una

aproximacion de * 0.3 A. El diametro interno se incrementa con el numero de
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unidades de glucopiranosa. En tanto que la altura permanece constante VI
(fig.1.12)

Fig. 1.12.Dimensiones geomeétricas de ciclodextrinas

Debido a la naturaleza enzimatica de la sintesis de las ciclodextrinas, todas las
unidades sacaridas que constituyen estos compuestos, presentan actividad optica
de tipo dextrorrotatorio. En la tabla 1.4. estan descritas algunas de las
propiedades fisicas de las ciclodextrinas.

Otra caracteristica mas, es la actividad de los grupos hidroxilo como acidos y/o

bases. Los grupos OH son acidos, aunque débiles (pKa = 12) y pueden actuar en
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un intervalo amplio de pH. En medio fuertemente basico, se disocian a los
correspondientes aniones funcionando como bases. Estas caracteristicas
satisfacen las condiciones para ser modelo de ciertas enzimas que involucran

catalisis acida o basica.

Tabla. 1.4. Propiedades fisicas de las ciclodextrinas.

Propiedad o- B- y—

ciclodextrina | ciclodextrina | ciclodextrina

Numero de unidades 6 7 8

de glucopiranosa

Masa molar 972 1135 1297

Solubilidad en g en 100 14.5 1.85 23.2
mL de agua a 25 °C

Altura del anillo (A) 7.9%0.1 7.910.1 7.9+0.1
Diametro de la cavidad 4.7-5.3 6.0 -6.5 7.4 -8.3
(&)

Diametro de la periferia 7.9+0.1 7.9+0.1 7.9+0.1

del anillo (A)

Volumen aproximado 174 262 427
de la cavidad (A%)

Volumen aproximado 104 157 256
de la cavidad en un
mol de CD (mL)

Volumen aproximado 0.10 0.14 0.20
de la cavidad en 1 g de

CD (mL)

Formas cristalinas Plato Paralelogramo Prisma

hexagonal monoclinico cuadratico
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Dada su estructura, estas moléculas pueden formar complejos de inclusion en
solucion acuosa hospedando moléculas en el interior de la cavidad formada por la
estructura en forma de bote. En el interior de la cavidad se alojan moléculas de
agua, la formacion del complejo ciclodextrina-huésped en solucion acuosa resulta
de un rearreglo substancial y una remocion de las moléculas de agua que
originalmente se encuentran solvatando tanto a la ciclodextrina como a la
molécula huésped, y este proceso también induce la liberacion de moléculas de
agua en la cavidad de la ciclodextrina hacia el exterior de la ciclodextrina VI ver

figura 1.13.
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Figura 1.13. Ejemplo de la formacion del complejo de

Inclusion ciclodextrina-huésped con el p-xileno.

Las ciclodextrinas ofrecen la posibilidad de estudiar interacciones de tipo no
covalente a través de la formacion de los complejos. La formacion de estos
complejos imita de algiin modo los mecanismos de reconocimiento molecular que
forman parte de los procesos importantes bioquimicos de catalisis enzimatica que
se llevan a cabo en los seres vivos.

Ademas de la variedad de usos que se han encontrado para estos compuestos, las
ciclodextrinas son sustancias relativamente economicas, biodegradables y, al

menos en concentraciones relativamente bajas, no son toxicas.
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1.2.3. Sintesis

Las ciclodextrinas se obtienen mediante la precipitacion selectiva de la mezcla de
productos que resultan de la degradacion enzimatica del almidéon. Las enzimas
responsables de la formacion de estos compuestos, asi como una serie de
polimeros lineales analogos, pertenecen a un grupo de enzimas de origen
bacteriano que se conocen con el nombre de ciclodextrina-glucosil-transferasas
(CGT). Por lo general, estas enzimas no actuan selectivamente respecto al numero
de unidades de glucopiranosa que componen el ciclo. Por esta razon, la sintesis de
un tipo particular de ciclodextrinas se realiza mediante la extraccion continua,
por medio de precipitacion selectiva. Con el 1-decanol, se precipita la o-
ciclodextrina, el tolueno es usado para la B-CD y con la y-CD es usada la

ciclohexadeca-8-enona.

1.2.3.1. Ciclodextrinas modificadas

Las ciclodextrinas nativas son moléculas que ofrecen una utilidad limitada en
términos de tamano, forma y disponibilidad de grupos funcionales utiles. Los
modelos experimentales de sistemas de interés biologico pueden diversificarse y
mejorarse modificando su tamano, su forma y lo mas importante, mediante la
introduccion de cualquier grupo funcional disponible. Considerando que la a, B- y
y-CD contienen 18, 21 y 24 grupos hidroxilo sustituibles respectivamente, el
numero de ciclodextrinas modificadas es ilimitado. Debido a que puede variar el
numero de hidroxilos sustituidos, la sustitucion esta descrita por un término
denominado sustitucion molecular (SM), que indica el numero de grupos
hidroxipropilo por anillo de glucopiranosa, éste es un promedio ya que puede
haber unas ciclodextrinas que estén mas sustituidas que otras.

Los grupos Ce-OH son mas reactivos que los grupos C3-OH, esta diferencia de
reactividad no es muy grande por lo que para tener una mezcla homogénea, se

deben controlar las condiciones de reaccion como la temperatura y la alcalinidad,
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la modificacion selectiva de las ciclodextrinas no es tarea facil, por ende las
ciclodextrinas modificadas puras, no se producen a escala industrial. En la
industria se obtienen mezclas, las cuales después se purifican y en otros casos se
usan las mezclas directamente.

A partir de los anos 90’s el numero de publicaciones y patentes con referencia a la
preparacion, propiedades y usos potenciales de las ciclodextrinas modificadas ha
aumentado considerablemente. Muchos de estos trabajos son dedicados al
estudio de las ciclodextrinas como modelos de enzimas, ya que éstas pueden
catalizar reacciones en la molécula huésped. Las ciclodextrinas modificadas
ofrecen enormes oportunidades y retos, ya que hay muy pocos trabajos
calorimétricos realizados sobre éstas.

A causa de las dimensiones moleculares (diametro de la cavidad) de la -CD y su
costo relativamente bajo, los derivados de la B-CD tienen una importancia
considerable en la industria farmacéutica. Uno de los inconvenientes es la baja
solubilidad, esto se explica porque la B-CD se forma un cinturén completo de
puentes de hidrogenos en los hidroxilo secundarios (C2-OH y Cs3- OH) haciendo
rigida la estructura.

Para la a-CD, el cinturén de enlaces esta incompleto debido a que una unidad de
glucopiranosa esta en una posicion distorsionada. Como consecuencia sé6lo 4 6 6
puentes de hidrogeno son posibles. La y-CD tiene una estructura no coplanar mas
flexible y por lo tanto, es la mas soluble de las tres ciclodextrinas.

La solubilidad de muchos huéspedes se ve aumentada por la formacion del
complejo, esta propiedad es aprovechada en la industria farmacéutica, pero
presenta la limitante de la baja solubilidad de la B-CD. Otra de las razones por las
que no se usa la B-CD en soluciones inyectables, es debido a que ésta no es
metabolizable y forma complejos insolubles con el colesterol. Con la adiciéon de
sustituyentes de caracteristicas polares a cualquiera de los grupos hidroxilo, la
solubilidad aumenta considerablemente.

Las ciclodextrinas modificadas tienen ventajas sobre las nativas, ya que
generalmente, las ciclodextrinas modificadas son mucho mas solubles que las
nativas, por ejemplo, la solubilidad en agua de la B-ciclodextrina es de 18 g L1,
mientras que la B-ciclodextrina modificada es de 500 (o mas) g L1 XI. En la
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fig.1.14 se dan ejemplos de algunas ciclodextrinas modificadas que se encuentran
disponibles. Otra propiedad importante de las ciclodextrinas modificadas es su

actividad superficial XXII,

‘RO ol

CH,OR™
R, R"=-H
CH;,
-CH,CHOHCH;,
-COCH,,
-CH,CHOH(CH,);CH,,
“CH,COOH, efc.

Fig. 1.14. Ejemplos de ciclodextrinas modificadas

1.2.4. Aplicaciones de las ciclodextrinas

Las aplicaciones de las ciclodextrinas, se derivan de los beneficios obtenidos
debido a la formacion de complejos. Algunos de estos beneficios se encuentran en
la alteracion de la solubilidad del huésped, la estabilizacion del huésped con
respecto a la luz, al calor y a la oxidacion, el enmascaramiento de propiedades no
deseadas y la reduccion de la volatilidad.

En la industria alimentaria los polimeros de la B-CD son empleados en vegetales y
frutas para remover compuestos fenolicos que producen oscurecimiento debido a
la accion de la enzima polifenol oxidasa , la enzima no puede actuar sobre el

compuesto porque éste se encuentra protegido en la cavidad de la ciclodextrina.
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Estos polimeros también han sido utilizados en el tratamiento de jugos citricos
para remover los componentes amargos del naranjeno y limoneno. También son
utilizadas en el recubrimiento de las latas para eliminar el sabor rancio producido
por aldehidos y cetonas. Las ciclodextrinas son wutilizadas para remover
sustancias indeseables en los alimentos, tal es el caso de la remocion del
colesterol del huevo y grasas de animales. Los complejos formados por las
ciclodextrinas y el colesterol son insolubles en agua y también en grasas, de tal
manera que la separacion se puede hacer por filtracion o centrifugacion. De esta
manera es posible separar aproximadamente un 80% del colesterol. El complejo
separado se suspende en agua y se calienta, esto lo desestabiliza separandose el
colesterol de la ciclodextrina. El colesterol se puede utilizar en otros procesos y la
ciclodextrina se puede reutilizar en el proceso de remocion del colesterol. Los
efectos toxicos de los insecticidas mediante su complejacion con las
ciclodextrinas.

Las ciclodextrinas nativas y sus derivados , también son utilizadas en la
separacion de enantiomeros por medio de la técnica de electroforesis capilar de
alta resolucion. La adicion de ciclodextrinas a micelas de dodecil sulfato de sodio,
ha sido aplicada recientemente para la separacion de los enantiomeros D y L de

muchos aminoacidos XIV-XV,

1.3. Termodinamica de la complejacion de las ciclodextrinas

Para comprender la relacion que se establece entre las moléculas que participan
en la formacion de un complejo de inclusion, es necesario aclarar el lenguaje a
emplear. El proceso de inclusion es el resultado de la capacidad de un compuesto
con ciertas caracteristicas estructurales y estéricas, asi como de polaridad, para
“englobar” de manera especial a un segundo componente. El compuesto que es
incluido (sustrato o huésped) esta situado en la cavidad de la molécula ocluyente
(ligante o anfitrion) sin afectar significativamente la estructura. A la especie

formada, se le llama complejo de inclusion o complejo molecular, pero también se
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le conoce con otros nombres como aducto, clatrato, compuesto molecular, criptato
o simplemente complejo. Este complejo surge a partir de las dos especies unidas
mediante un enlace no covalente y presenta una estequiometria sustrato-ligante
definida. De acuerdo a este tipo de interaccion, una caracteristica importante de
un complejo de inclusion es la posibilidad de establecer un equilibrio de
disociacion — asociacion en solucion. Una caracteristica del ligante, es la
capacidad para formar una estructura con espacios libres, cuyas dimensiones
permitiran la inclusion de otra molécula.

De acuerdo con las caracteristicas que presentan los complejos se han clasificado
de diferentes formas. Una es dependiendo de la estructura del ligante y el espacio
libre de éste, puede tener la forma de una rejilla, de un canal o de una capa. Otro
criterio de clasificacion puede ser el numero de moléculas, que participan en la
formacion del complejo, dividiéendose en monomoleculares y polimoleculares. De
los primeros los mas conocidos son los formados con urea y de los segundos, los

formados con ciclodextrinas, que presentan una estructura cristalina estable.

1.3.1. Termodinamica de la formacion del complejo de inclusion

Las ciclodextrinas se encuentran naturalmente con una estructura de cono
truncado con una cavidad de 7.9 A de profundidad. Los diametros interno y
externo de las ciclodextrinas mas utilizadas son 4.7 y 6.3 A para a-ciclodextrina,
6.0 y 6.5 A para B-ciclodextrina y 7.5 y 8.3 A para la y- ciclodextrina,
respectivamente. La cavidad hidrofobica central de estas moléculas permite que
éstas formen complejos de inclusion con varias moléculas VII. El modo mas
probable de union involucra que la insercion se lleve a cabo con la parte menos
polar de la molécula “huésped” dentro de la cavidad, mientras que la parte mas
polar del huésped queda expuesta al solvente.

En solucion acuosa, la cavidad ligeramente hidrofobica de la ciclodextrina esta
ocupada por moléculas de agua, las cuales estan energéticamente desfavorecidas

debido a la interaccion polar-apolar, y por lo tanto esta interaccion favorece la
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sustitucion de moléculas de agua por moléculas del huésped apropiado, las
cuales son menos polares que el agua.

La ciclodextrina en disolucion es la molécula “anfitrion” y la fuerza impulsora
(driving force) para la formacion del complejo es la sustitucion de las moléculas de
agua por la molécula apropiada “huésped”. Una, dos o tres moléculas de
ciclodextrina (M) atrapan moléculas huésped (L). La estequiometria mas frecuente
para los complejos de inclusion (ML) es 1:1. Esta es la esencia de la

«©

“encapsulacion molécular “, pero este es el caso mas simple y frecuente. Sin
embargo se han encontrado estequiometrias 2:1 (M2'L), 1:2 (ML»), 2:2 (M2 L2) o
asociaciones mas complejas existen, aunque de manera simultanea, y cada una
tiene una constante de formacion (Ki1), debido a que este proceso de inclusion

esta gobernado por un equilibrio termodinamico X.

M+L S ML (1)

K, =173 (2)

El agua asociada a las soluciones acuosas de ciclodextrinas y a los huéspedes
juegan un papel importante en la complejacion. Dependiendo de la ciclodextrina,
ésta contiene x nimero de moléculas de agua y el huésped contiene y nimero de

moléculas de agua de tal modo que se puede escribir la siguiente ecuacion:

M:(x H20) + L-(y H20) < ML:((x + y — 2) H20 (3)

Donde z representa el numero de moléculas de agua que se pierden por el evento
de la complejacion. Dos caracteristicas importantes cambian al final de este
proceso: el numero de moléculas de agua y el arreglo conformacional del complejo
formado.

La complejacion de inclusion del huésped por la ciclodextrinas en solucion acuosa
resulta de una reestructuracion y remocion de las moléculas de agua que solvatan

a la ciclodextrina y a la molécula huésped. Este proceso induce la liberacion de
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moléculas de agua que se encuentran dentro de la cavidad. Los principales
factores involucrados en la formacion del complejo son principalmente fuerzas de
van der Waals, sin embargo, hay otros factores que se encuentran involucrados
como son: puentes de hidrogeno y efectos estéricos, los cuales juegan un papel
importante. Las propiedades termodinamicas obtenidas para la formacion de los
complejos de inclusion con ciclodextrinas son una consecuencia de todas estas
contribuciones.

Las reacciones de complejacion con ciclodextrinas son importantes en la industria
farmacéutica y en la alimenticia, por lo que este tipo de reacciones sirven como
excelente modelo para el entendimiento del fenomeno de los complejos de
inclusion, asi como en la interaccion enzima - sustrato. Muchas clases de
compuestos que pueden ser incluidos en ciclodextrinas nativas han sido sujetas a
estudios termodinamicos. Esto cubre al menos cada clase de compuestos, tales
como, hidrocarburos, alcoholes alifaticos, dioles, aminas, acidos, derivados del
ciclohexano, aminoacidos, origopéptidos, azucares, fenoles, aminas aromaticas,
azo compuestos, derivados del naftaleno y otros compuestos aromaticos. Sin
embargo, so6lo un numero limitado de ciclodextrinas modificadas han sido

reportadas en la literatura X.

1.3.2. Fuerzas débiles involucradas en la complejacion

Las interacciones involucradas en los complejos de inclusion son solamente
interacciones de tipo no covalente, tales como electrostaticas (i6n-i6n, ion-dipolo,
dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido, etc), van der Waals, hidrofébicas, puentes
de hidrogeno, transferencia de carga, interacciones entre elctrones =n, y efectos
estéricos. Es importante notar que cada interaccion en general no es suficiente
para permitir la asociacion especifica de dos moléculas. La asociaciéon molecular
se hace posible no por una sola interaccion débil, sino por una cooperacion
simultanea de varias interacciones débiles. De hecho, en el caso de los complejos
de inclusion formados con la ciclodextrina, las fuerzas débiles que estan

involucradas trabajan localmente pero no siempre son de naturaleza cooperativa,
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en cambio pueden actuar independientemente, o algunas veces se contrarrestan

entre si. La contribucion termodinamica mas importante en la complejacion de las

ciclodextrinas se cree que se origina de X:

()

(b)

La introduccion de la parte hidrofébica de la molécula huésped dentro de la
cavidad de la ciclodextrina

La deshidratacion del huésped organico. Puesto que la cavidad de la
ciclodextrina es altamente hidrofobica, la transferencia de la parte hidrofobica
de la molécula huésped dentro de la cavidad de la ciclodextrina (un proceso
que sufre de efectos combinados de las contribuciones a y b ya citadas) puede
ser comparado con procesos tipicos de interaccion hidrofobica. Usualmente la
suma de las contribuciones a y b pueden ser consideradas debidas al efecto
hidrofébico, sin embargo ocasionalmente el efecto (a) solo contribuye con una
pequena parte ya que se considera que la contribuciéon mayoritaria es debido

a las fuerzas de van der Waals.

Se ha observado, que es posible que este involucrado un tercer factor:

(©)

(d)

(e)

Que son los puentes de hidrogeno los cuales contribuyen a la estabilizacion de
los complejos de la ciclodextrina con la molécula huésped. Aparte hay otros
dos factores que contribuyen a la termodinamica de la complejacion de las
ciclodextrinas, las cuales difieren de los efectos hidrofobicos clasicos, y estos
factores son

La liberacion de las moléculas de agua incluidas originalmente dentro de la
cavidad de la ciclodextrina y

Los cambios conformacionales o la relajacion de las moléculas de la
complejacion. No se sabe exactamente cuantas moléculas de agua existen
dentro de la cavidad de las ciclodextrinas, ni cuantas moléculas de agua son
liberadas de la cavidad en el momento de la formacion del complejo, pero para
la a-ciclodextrina este nimero se ha estimado entre 2 o 3. Por medio de rayos-
X, se muestra entre 5 o 6 moléculas de agua dentro de la cavidad de la o-
ciclodextrina, de las cuales dos se encuentran formando puentes de hidréogeno
con los grupos hidroxilo de la periferia. En el caso de la B-ciclodextrina, seis o

siete moléculas de agua pueden estar distribuidas dentro de la cavidad, sin

33



ANTECEDENTES

embargo la cavidad es tan grande que puede albergar por lo menos a once

moléculas.

1.3.3. Determinacion de propiedades termodinamicas

Una amplia variedad de métodos experimentales han sido empleados en la
determinacion de las propiedades termodinamicas para las reacciones de

complejacion de las ciclodextrinas. Esto incluye:

Calorimetria. Este método involucra el calculo directo de las propiedades
termodinamicas y hay varios tipos de calorimetria X.

» Microcalorimetria batch

» Microcalorimetria de flujo

= Calorimetria de titulacion

=  Calorimetria de flujo

Absorcion de UV (ultravioleta)-Visible. Tal método se basa en el concepto de
absorcion de energia de los compuestos. Se agrega un compuesto cromoforico que
actia como un agente complejante competitivo y se determina la constante de
equilibrio a diferentes temperaturas para obtener las cantidades termodinamicas

a través de la constante de formacion.

Espectrocopia RMN (Resonancia magnética nuclear). Esta técnica es utilizada

ampliamente en los estudios de discriminacion quiral.
Espectroscopia de RSE (Resonancia del spin del electron). Se utiliza

generalmente para determinar constantes de equilibrio entre radicales estables y

ciclodextrinas.
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Dicroismo circular. Es uno de los mejores métodos para el estudio del
compartamiento de los complejos formados con huéspedes cromoforicos,

resultando mas sensible que el método de la absorcion UV (ultravioleta) — visible.

Electrodos selectivos y potenciometria. Dos técnicas equivalentes son las de
uso de electrodos selectivo de ion y la potenciométria. En la primera técnica se
mide directamente la concentracion del huésped en la disolucion, mientras que en
la segunda se necesitan procedimientos matematicos mas elaborados para

evaluar las concentraciones basadas en el pH.

Cromatografia en fase gaseosa y en fase liquida. También han sido utilizadas
para determinar las cantidades termodinamicas a partir de los tiempos de

retencion en conocimiento de la temperatura.

Electroforesis capilar. Se utiliza en los estudios de reconocimiento quiral.
Usando este método se pueden determinar las concentraciones relativas del

huésped libre y el huésped complejado.

Otros métodos experimentales que son raramente utilizados en la investigacion de
la termodinamica de complejos con ciclodextrinas, como conductividad, presion
de vapor y tension superficial, etc. A pesar de todos los métodos citados para la
medicion de parametros termodinamicos de los complejos de inclusion formados,
la calorimetria es el lnico método directo para la determinacion de la entalpia de
reaccion y la constante de equilibrio, sin embargo, este método no es ampliamente
utilizado, lo cual, puede deberse a las cantidades relativamente grandes de
muestra a utilizar, ademas, del equipo sofisticado y delicado que se requiere. La
titulacion microcalorimétrica es un método moderno y el de mayor sensibilidad
disponible hasta el momento.

En resumen, las propiedades termodinamicas de la complejacion con
ciclodextrinas no pueden ser completamente explicadas en términos del nimero
formal de atomos de carbono en la molécula huésped, sino que una interaccion

convencional de soluto — disolvente debe ser bien cuantificada. La termodinamica
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de la complejacion, huésped — anfitrion, puede ser correlacionada a la parte del
huésped que penetra en la cavidad de la ciclodextrina. Cualquier diferencia en las
interacciones soluto — disolvente del huésped libre antes de complejacion no
contribuye cuantificablemente a la termodinamica de complejacion. Solo algunas
partes de la molécula del huésped experimentan cambios con su entorno hacia el

evento de complejacion y contribuyen a las cantidades termodinamicas.
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CAPITULO 2

DESARROLLO EXPERIMENTAL

En este capitulo se enuncian los objetivos y las hipotesis de este trabajo y se

describe la metodologia experimental. Ademas, se dan a conocer los reactivos

utilizados junto con algunas de sus principales propiedades. También se

menciona el tratamiento de los resultados obtenidos en este estudio, asi como las

caracteristicas del microcalorimetro denominado TAM.

2.1.

1)

2)

3)

4)

S)

Objetivos

Validacion de la técnica calorimétrica de titulacion isotérmica (CTI), por
medio de la reproduccion de resultados reportados en la literatura.
Determinar la concentracion micelar critica y la entalpia de desmicelizacion
para el tensoactivo no idnico n-octil-B-D-glucopirandsido, mediante la
técnica CTI.

Determinar la entalpia de formacion y la constante de equilibrio de los
complejos formados entre el n-octil-p-D-glucopiranédsido y la hidroxipropil-
a, B y y- ciclodextrina en soluciéon acuosa a 25 °C, en un intervalo de
concentracion de ciclodextrina de 5 — 30 x 10-3 mol kg1, por medio de CTI.
Estudiar el efecto que sobre la concentracion micelar critica y la entalpia de
desmicelizacion tiene la presencia de la hidroxipropil- a, B y vy - ciclodextrina
en solucion acuosa a diferentes concentraciones de ciclodextrinas
(5-30x 103 mol kg1).

Determinar la energia de Gibbs y la entropia para el proceso de

desmicelizacion y de complejacion, a partir de relaciones termodinamicas.
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2.2. Hipotesis

1) Para los dos procesos estudiados (desmicelizacion y complejacion), se
espera que se produzca un intercambio de calor detectable por el
calorimetro, cuya variacion con la concentracion permita calcular los

parametros termodinamicos que se pretenden encontrar.

2) Dado que el OGP es un tensoactivo constituido por una cadena hidroféobica
de 8 carbonos y las ciclodextrinas forman complejos de inclusion con
compuestos hidrofobicos, entonces la presencia de ciclodextrinas en una
solucion de OGP desplazara su CMC a concentraciones mas altas, debido a

que se formara el complejo HPCD - OGP.

2.3. Reactivos

Agua (H20). Propiedades XIX: Masa molar (M.M) 18.0153 g/mol, punto ebullicion
(P.eb.) 100.00 °C, punto de fusion ( P.f.) 0.00 °C y densidad p2s 0.997047 g/cms3.
El agua fue destilada y desionizada en un sistema Nonopure de Barnsted con
resistividad de alrededor de 18 MQ cm'!. También fue desgasificada mediante
agitacion y vacio. Las disoluciones fueron preparadas por pesada (Metler AT250).

Se utilizé como disolvente para todas las disoluciones preparadas.

n-Octil-B-D-glucopirandsido (Ci14H230¢). Propiedades *X: Polvo blanco cristalino.
M.M. 292.4 g/mol, P.f. 67-68 °C. Se us6 OGP marca Sigma con una pureza del
98 %.

Hidroxipropil-a-ciclodextrina. Propiedades *X: polvo blanco cristalino.

M.M ~ 1180 g/mol, P.f. 245 °C, SM 0.6, porcentaje en masa de agua 7.44644 .

Esta ciclodextrina fue adquirida en Aldrich.
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Hidroxipropil-B-ciclodextrina. Propiedades XX: polvo blanco cristalino.
M.M. ~1460 g/mol, P.f. 267 °C, SM. 0.8, porcentaje en masa de agua 5.22148.

Esta ciclodextrina fue adquirida en Aldrich.

Hidroxipropil-y-ciclodextrina. Propiedades *X: polvo blanco cristalino.
M.M. ~ 1580 g/mol, P.f. 250 °C, SM 0.6, porcentaje en masa de agua 15.3433.

Esta ciclodextrina fue adquirida en Aldrich.

Triton X-100 (C3sHe2011). Propiedades XX: liquido viscoso ligeramente
amarillento. M. M. 646.86 g/mol, densidad (p) = 1.082 g/mL. Este reactivo fue
adquirido en Aldrich.

Deoxicolato de sodio (C24H4:10sNa). Propiedades X*X: solido blanco cristalino.

M.M. 432.6 g/mol, P.f. 174 — 176 °C. Reactivo adquirido en Sigma-Aldrich

Colato de sodio (Co4H390sNa). Propiedades XX: solido blanco cristalino.

M.M. 430.6 g/mol, Reactivo adquirido en Sigma

Dodecil sulfato de sodio (C12H2504SNa). Propiedades *X: solido blanco cristalino.
M.M. 288.38 g/mol, P.f 204-206 °C. Reactivo adquirido en Sigma con una pureza
de 98 %.

Tergitol NP-10 (C3sHe2O11). Propiedades *X: liquido ligeramente amarillento.
M.M. 658 g/mol, P. f. 6 °C, P. e. 250 °C, p 1.06 g/mL, Solubilidad moderada en

agua. Reactivo adquirido en Sigma.

2.4. Metodologia

Todas las mediciones se realizaron a 25 °C, mediante un nanocalorimetro

isotérmico de titulacion TAM (Termal Activity Monitor, Thermometric, Suecia). Se
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hicieron entre 40 y 70 titulaciones de 16 uL, cada una. La concentraciéon de las
ciclodextrinas vari6 entre 5 x 103 mol kg!y 30 x 103 mol kg!l. En todos los
experimentos la concentracion de OGP fue siempre 10 y 12 veces arriba de la
concentracion micelar critica, esta disolucion de OGP fue inyectada a la celda de
muestra, a través, de una jeringa de 1000 pL marca Halmiton, la cual se
caracteriza por tener una canula de acero inoxidable con una longitud de 100 cm.
Las canulas de las jeringas llegan a la celda de muestra y de referencia
respectivamente.

El émbolo de ambas jeringas (muestra y referencia) esta acoplado a un motor de
pasos digital de alta precision, el cual esta conectado a una computadora con el
software del TAM.

Las celdas contenian aproximadamente 2.2 mL de agua pura, desionizada y
desgasificada, para las determinaciones de los parametros termodinamicos del
OGP y en la celda de referencia se inyecto agua.

Las jeringas antes de ser utilizadas son lavadas cinco veces con agua desionizada
y después son lavadas nuevamente 3 veces con la disolucion a utilizar. Las celdas
fueron lavadas solamente con agua desionizada y acetona y después eran secadas
con nitréogeno y siempre se usaron guantes para el manejo de las celdas.

En los experimentos para estudiar el efecto de la presencia de hidroxipropil-a, B y
y- ciclodextrinas en el proceso de micelizacion, se coloco en la celda de muestra y
de referencia la disolucion de Hidroxipropil-ciclodextrina correspondiente al
experimento y fue inyectada wuna disolucion de OGP aproximadamente
225 x 103 mol kgl 0 270 x 10-3 mol kg! a la celda de muestra segun lo requiriera
el experimento; mientras que en la celda de referencia se inyectéo agua pura. El
calor de dilucion del OGP y de la correspondiente HPCD fueron restados
automaticamente mediante el software del equipo.

Todos los experimentos se llevaron a acabo con agitacion constante, los agitadores
utilizados fueron de teflon en forma de cilindro con el cual el volumen minimo que
se podia colocar en la celda era de 2.0 mL y un maximo de 3 mL. Por esta razon
se utilizaron dos concentraciones diferentes de OGP. La disolucion de OGP de
aproximadamente 250 x 103 mol kg! fue utilizada cuando la concentracion de

HPCD era de S a 15 x 103 mol kgl y la disolucion de aproximadamente
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270 x 103 mol kg! fue utilizada para concentraciones de HPCD de 20 a 30 x 10-3
mol kg1, con la finalidad de alcanzar la CMC a estas concentraciones de HPCD.
Todas las variables experimentales dependientes del instrumento, asi como,
numero de inyecciones, volumen por inyeccion, tiempo de titulacion, tiempo de
linea base, tiempo de calibracion, etc. se programan desde el soporte del software
que incluye el TAM. Otras variables como temperatura y sensibilidad se
controlaban desde el TAM. Una vez determinados todos estos parametros
experimentales para la realizacion de un experimento éste se realizaba de forma
automatica por el equipo.

A continuacion se enumera de manera general los pasos a seguir en la

preparacion de una titulacion:

1. Determinacion (con la plantilla de excel elaborada para tal efecto) de la
concentracion de la disolucion de tensoactivo a utilizar de tal manera que
la relacion final de concentracion [OGP | / [HPCD | = 8 6 10.

2. Preparacion de las disoluciones de tensoactivo e HPCD por pesada

3. Lavado de las celdas y los agitadores con agua y acetona y secado con
nitrogeno.

4. Colocacion de los agitadores hasta la marca establecida, con la finalidad de
que éstos no rocen con las canulas ni con las celdas y llenar las celdas con
la respectiva disolucion.

5. Colocaciéon de las celdas en la flecha del TAM e introducirlas en el equipo
en tres tiempos y esperar a que se estabilice (30 — 60 minutos)

6. Lavado de las jeringas con agua y después con su respectiva disolucion,
luego llenado de las mismas con la disolucion a utilizar teniendo cuidado
de no dejar burbujas y después colocarlas en los inyectores

7. Una vez estabilizado el equipo, es decir que la linea base se reestablezca
aproximadamente a cero, se introducen las canulas a través de la flecha,
pero antes de introducirlas se saca un poco de disolucion manualmente
con el inyector, con la finalidad de eliminar posibles burbujas

8. Se espera a que el equipo de nuevo se estabilice y se encienden los

agitadores.
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9. Una vez mas se espera a que el equipo se estabilice nuevamente y se
programan todas las condiciones experimentales requeridas por el
experimento a correr con el software del TAM, llamado Digitam (ver
apéndice en donde se encuentra la manera de programar el equipo).

10. Por ultimo se programa el experimento con el software del equipo (Digitam)
con las condiciones experimentales requeridas por el experimento y se llena
una hoja de datos (ver apéndice) en donde se concentran todas las

condiciones experimentales utilizadas para la titulacion.

2.5. Tratamiento de resultados

El resultado calorimétrico obtenido del equipo esta dado en potenciogramas, en
los cuales se representa potencia (uWW, microwatts) vs tiempo (hrs, horas), (figura
2.1). La primera y ultima senales del potenciograma corresponde a la calibracion
que realiza el equipo automaticamente, la cual esta programada para que se
realice de manera exotérmica; las demas senales corresponden a las inyecciones
de tensoactivo. El area de cada senal es equivalente al calor liberado (areas

positivas) o absorbido (areas negativas) del proceso que se este llevando a cabo.

B, pwW

300r

200F

100

D;w«l LKLIMLLLU L

5 12 18 Time, hour

Fig.2.1. Potenciograma como resultado de una titulacion calorimétrica

42



DESARROLLO EXPERIMENTAL

Para obtener la concentracion de tensoactivo al momento de cada inyeccion se
elaboro una hoja de calculo (ver apéndice A), esta hoja de calculo proporciona los
datos de concentracion del OGP (molalidad, mol kg-1) por cada inyeccion a la celda
de muestra., la fraccion mol del mismo, el volumen en la celda por cada inyeccion
(mL). A partir de los datos de concentracion del OGP y las areas de cada senal, se
procede a la determinacion de los parametros termodinamicos

Debido a que el proceso de micelizacion del OGP tiene un comportamiento
sigmoidal, la ecuacion de Boltzmann (ec. 1) fue ajustada a los datos
experimentales para determinar la CMC y AHgesmic. Como puede observarse de la
ecuacion 1, la CMC se obtiene directamente de la ecuacion, ya que es un
parametro resultante del ajuste, mientras que el AHdesmic se obtiene de la
diferencia de Qmax Yy Qmin ¥ [S] corresponde a la concentracion de OGP por cada

inyeccion. En la figura 2.2 se muestra el ajuste a la ecuacion de Boltzmann.

Qmax o Qmin
[s]—cacy o 1
d

0=

1+ exp

Ajuste
m  Experimental

-Q / kJ mol”

0 10 20 30 40 50
OGP /10” mol kg™

Fig. 2.2 Ajuste de los datos experimentales a la ecuacion de Boltzmann
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2.6. Termodinamica de micelizacion y formacion del

complejo

Para determinar la entalpia de formacion del complejo (AH?11) y la constante de
equilibrio (Ki1) en el proceso de complejacion de la ciclodextrina con el tensoactivo
fue utilizado el software del TAM (Digitam 4.1).
Asumiendo que la estequiometria de la formacion de los complejos de inclusion
entre la HPCD’s y el OGP es 1:1 XXV es decir,

M+ L > ML (1)
Donde M denota la ciclodextrina y L corresponde al tensoactivo y ML al complejo
formado por la inclusion de L en M, la concentracion de estas tres especies esta
relacionada con la concentracion total de M y L en solucion, mz y ms3
respectivamente,

[M] = m2 - [ML] (2)

[L] = ms - [ML] (3)
Considerando que los coeficientes de actividad (y) para estos compuestos son la

unidad, la constante de equilibrio es:

K, = % )

Denotamos como AH" al cociente de la suma de las areas de cada senal hasta la

titulacion j y la masa de la disolucion contenida en la celda
._3Q

AHp=— (5)

|
La entalpia molar debida a la inclusion del OGP dentro de la correspondiente de la

hidroxipropil-ciclodextrina es,

%

AH

0 i

1= [ML]

(6)

Usando las ecuaciones 2, 4 y 6, se obtiene la siguiente expresion para el complejo

1:1,
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m, 1 1

=750 T 0o
AH, AH;, AHK[L]

(7)

Si se grafica mo / AH"j contra 1/[L] es posible obtener AH%11 y K11 . Los valores de
mo / AH"; pueden ser computarizados directamente de las areas del experimento,
pero los valores obtenidos de [L] requieren una aproximacion.

Otro término importante a definir es AH" (sat), que corresponde al valor de AH"; en
la titulacion j donde todas las moléculas de ciclodextrinas estan saturadas con el
tensoactivo, por lo que [ML] = m». Por lo tanto, la entalpia de complejacion puede

ser calculada de la siguiente manera,

_ AH'(sat)

AH’ (8)
m,
De la ecuacion 6 y 8, tenemos que,
ML) AH;
K|l ——m
AH'(sat) | * ©)
y de las ecuaciones 3 y 9, se obtiene una expresion para [L]
Lem, | 2 ’
| AH'(sat) | ° (10)

Graficando los valores experimentales de m> / AHY contra los valores de [L]
obtenidos de la ecuacion 10, se obtiene un valor mas aproximado de AH%1; y Ki1.
La Ki1y AHi1, asi como sus respectivos errores fueron determinados de manera
iterativa por el software del TAM. Este software es un programa para el manejo de
datos del huésped - ligante en una titulacion. El programa da el analisis de la
regresion, el cual incluye:

(a) Los parametros termodinamicos con sus respectivas desviaciones estandar

(b) La concentracion y el volumen en la celda de la muestra

(c) Una tabla en la que se muestra los volumenes de inyeccion, el calor

experimental y calculado; y la diferencia entre los calores calculados y

experimentales
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kJ/mol Calculated <Current>
0.0} .
-1.5}
£
3 Model
g MAL=ML; B, , AH,
§ Thermodynamic Parameters
-3.0 Bi 1.92726 k1/M
AH, 4.51945 kJ/mol
Estimated Errors
Bi 2.164166E+02 1/M
_4.5. AH, 6.715688E+01 J/mol

0.0 0.5 1.0 1.5 [L1/1M1,

Figura 4.15 Ajuste del software Digitam para la determinacion de

K11y AHO;; de la HP-B-CD 10.00 x 10-3 molkg-!.

Para estas determinaciones es preciso tener en cuenta que: el calor total (Qtt) de
una inyeccion corresponde a la suma del calor producido a la ruptura de micelas
(Qrup), al calor producido por la formacion del complejo ciclodextrina — tensoactivo
(Qcom), al calor producido por la dilucion de monémeros del tensoactivo (Qdi-mon) ¥
al calor de dilucion de la HPCD (Qui-cp),(ecuacion 11).

Qtot = Qrup + Qcom + Qdil-mon + Qail-cD (11)
El calor total depende de varios procesos, pero como ya se comento el calor de
dilucion de monoémeros se determiné simultaneamente a la titulaciéon por lo que
este calor de dilucion es restado al calor total producido por cada inyeccion, ésta
resta es realizada automaticamente por el software del equipo, mientras que el
calor de dilucion de la HPCD fue determinado por separado y se pudo comprobar
que es practicamente cero, por lo tanto, el calor total solo se debe al calor
producido por la ruptura de micelas y por la formacion del complejo de inclusion

(ec. 12).
Qtot = Qrup + Qcom (12)
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Para determinar la Keq Yy AHform de los complejos de inclusion necesitamos
determinar el Qcom, €l cual lo obtenemos despejandolo de la ecuacion 12,

Qcom = Qtot — Qrup (13)
El Q+ot es el calor producido por una inyeccion de tensoactivo, mientras que para
determinar el calor de ruptura de micela se tiene que sacar un promedio de los
datos donde se esta llevando a cabo el proceso de la ruptura de micelas y que es
aproximadamente constante. En el apéndice A, se muestra una hoja de calculo,
en donde se encuentra este procesamiento. Los datos sombreados corresponden
al Qrup , de los cuales se saca un promedio y se restan al calor total, para obtener
Qcom.
Para las determinaciones del AGOmic, ASOmic, AG%11 y AS911 tanto para el proceso de
micelizacion del OGP y para los complejos de inclusion formados respectivamente,
estos fueron calculados de la siguiente manera XXI XXII;
En el proceso de micelizacion del anfifilo en estado monomérico (uf) y en estado
micelar (um) estan en equilibrio, por lo tanto, sus potenciales quimicos son
iguales:

Uf = HUm (14)

Debido a que la concentracion de monémero es baja cuando alcanza la CMC, su

actividad termodinamica es igual a la fraccion mol Xcmc, correspondiente a la

CMC
ur = pe + RT Ln Xewe (15)
Puesto que el material micelar se encuentra en estado estandar,
pm = p'm (16)
Por lo tanto, si AG’,,;. es el cambio de la energia libre estandar de la transferencia de una

mol de tensoactivo del estado monomérico al micelar, nos queda,

AG = ' - s (17)
= Um— Ket RT In Xeme (18)
=RT Ln Xcmc (19)
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El AS%ic para el proceso de micelizacion se obtiene a partir de la ecuacion de

Gibbs — Helmholtz,
0 _ 0 0
AS mic (AH mic — AG mic) /T (20)
Para determinar AG?:; de formacion del complejo de inclusion 1:1, la relacion que

existe entre AG%1 y K11, es la siguiente,
AGOH =-RT In Ky (21)
El AS9y1, tambien se determina a partir de la ecuacion de Gibbs — Helmholtz,

AS’=(AH-AG)/T (22)

2.7. TAM (Thermal Activity Monitor)

La calorimetria de titulacion isotérmica es una técnica analitica ampliamente
utilizada en diversas areas de investigacion: quimica, bioquimica, fisica, biofisica,
biotecnologia, biomedicina, farmacologia; asi como en las industrias de
cosméticos, alimentos, procesos de control, etc. El microcalorimetro (fig. 2.3)
denominado Termal Activity Monitor (TAM), es un sistema calorimétrico disenado
para monitorear una amplia variedad de reacciones quimicas y biologicas.

Esta técnica mide directamente el calor liberado o absorbido en una reacciéon que
pone en juego interacciones intermoleculares o intramoleculares, las asociaciones
proteina-ligante, proteina-proteina, proteina-ADN/ARN son ejemplos de indudable
interés biologico. El TAM maneja 7 sensibilidades que son 3, 10, 30, 100,
300,1000 y 3000 uW, con las cuales se pueden abarcar un gran numero de

reacciones.
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-~ |

, L

2250000

Fig. 2.3. (a) Microcalorimetro TAM, (b) Jeringa con canula, (c) Celda

(d) Unidad calorimetrica y (e) Flecha

El sistema esta disefiado para detectar tanto procesos exotérmicos (liberacion de
calor) como endotérmicos (absorcion de calor). Los procesos térmicos que
involucran potencias de ordenes de magnitud de microwatts que pueden ser
observados en el TAM, esto significa que la .diferencia de temperatura es menor a
lo equivalente a 10 °C, la cual puede ser detectada. Este nivel unico de
deteccion, demanda alta precision termostatica y los detectores mas sensibles
disponibles hasta el momento en el mercado. El funcionamiento del calorimetro
esta basado en el principio del flujo de calor. Este calor se mide directamente a
presion constante, mide directamente la entalpia de la reaccion. Como
consecuencia, es posible en muchos casos obtener una caracterizacion completa
de una interaccion. La técnica proporciona simultaneamente la estequiometria y

los parametros termodinamicos.

49



DESARROLLO EXPERIMENTAL

Este calorimetro utiliza la configuracion diferencial, en la cual una de las celdas
actia como celda de reaccion y la otra como referencia. Los efectos térmicos que
se producen en cada una de las celdas se detecta por el correspondiente sensor o
termopila, ambos sensores se conectan en oposicion, asi los efectos comunes
accidentales o no deseados que se produzcan con la misma amplitud y velocidad
en ambas celdas, se cancelan.

Por otro lado, las termopilas del semiconductor en estos microcalorimetros son
elementos Peltier que cumplen la ecuacion de Seebeck y por consiguiente generan
fuerza electromotriz proporcional a la diferencia de las temperaturas de su
superficies opuestas. Los elementos Peltier son dispositivos bimetalicos
construidos de materiales semiconductores, los cuales son capaces de responder
a gradientes de temperatura menores a un millonésimo de grado Celsius. Los
elementos Peltier estan compuestos de un numero grande de semiconductores
ensamblados en serie y en forma de sandwich X, figura 2.4. El resultado final, es

una senal eléctrica proporcional al flujo de calor o potencia térmica neta.

)

1

Amplificador
| diferencial 1

Elementos

- + Peltier

Fig. 2.4 Elementos Peltier
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CAPiTULO 3

RESULTADOS

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos. Ademas se incluyen las
tablas de datos, las condiciones experimentales para cada titulacion, los
potenciogramas obtenidos de todas las titulaciones y las graficas
correspondientes. Los resultados experimentales se presentan en el siguiente

orden: OGP, HP-a-CD, HP-B-CD e HP-y-CD.

3.1. Resultados correspondientes al OGP

El primer paso fue el de validar la técnica calorimétrica por medio de la
reproduccion de resultados reportados en la literatura XI | con el propésito de
encontrar las condiciones experimentales ideales en la determinacion de los
parametros termodinamicos. Los primeros tensoactivos propuestos fueron
tensoactivos que se tenian en el laboratorio y estos fueron: tergitol NP-10, la CMC
no se encontro reportada (fig.3.1.a), triton X-100, con una CMC de 0.22 - 0.24
mM XVII (fig. 3.1.b), dodecil sulfato de sodio, con una CMC de 7.8 mM a 28 °C (fig.
3.1.c). El primer tensoactivo citado fue descartado porque fue muy poco soluble
en agua. El segundo tensoactivo dio senales alrededor de 2 pW y los
potenciogramas obtenidos no fueron buenos, debido a que la sensibilidad
utilizada para este tensoactivo (10 uW) hay que tener excelente control de la
temperatura, ya que ligeros cambios en ésta alteran la respuesta del equipo, en la
figura 3.2 se muestra el potenciograma correspondiente a este tensoactivo. El
tercer tensoactivo usado, las senales correspondientes a las titulaciones fueron

alrededor de -10 uW, y no fue posible determinar su CMC, debido a que no se
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encontraron las condiciones experimentales adecuadas en las que se pudiera

observar el proceso de micelizacion de este tensoactivo.

CH3

ONa

[ d
o
NN TN TN .
O—:S —o0 Na
o}
(<]

CH20H

L0 0T

OH

OH

OH

f
Fig. 3.1. (a). Tergitol NP-10, (b) Deoxicolato de sodio, (c) Colato de sodio, (d) Triton
X-100, (e) Dodecil sulfato de sodio, (f) Octil-B-D-glucopiranésido
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P, uW

101

0 5 fO Time,ﬂour
Fig. 3.2 Potenciograma del Triton X-100. 40 titulaciones de 6 uL de
triton X-100 de concentracion 0.837 x 10-3 mol kg! y sensibilidad de 10 pW.

Debido a estos problemas se decidi6 probar con otros tensoactivos los cuales
fueron el colato de sodio, con una CMC reportada de 10-16 mM a 25 °C U (fig.
3.1.d) y el deoxicolato de sodio, con una CMC de 5 mM a 15.85 °C2? (fig. 3.1.¢),
éstos dos tensoactivos, caen dentro de la categoria de sales biliares. Con estos
tensoactivos las titulaciones fueron alrededor de 10 y -5 uW respectivamente. De
estos dos tensoactivos tampoco pudo ser determinada la CMC, por lo que se opto
por buscar otro.

Revisando la literatura se encontré que el n-octil-p-D-glucopiranésido (fig. 3.1.1),
el cual sobresalia de los demas por tener una CMC grande, lo cual hacia factible
que fuera facil de determinar.

En la figura 3.3 se muestra el potenciograma obtenido de la titulacion del OGP
sobre agua, la CMC determinada fue de 27.83 x 103 mol kg'! a 25 °C y el AHgesm
fue de — 6.9 kJ mol-l. La condiciones experimentales para esta titulacion fueron:
40 inyecciones de 16 uL de OGP con concentracion de 224.5 x 10-2 mol kgl, a
una sensibilidad de 300 uW y con un volumen de 2.2948 mL de agua en la celda

de muestra.
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Fig. 3.3. Potenciograma del OGP. 40 inyecciones de 16 uL de OGP con
concentracion de 224.5 x 10-3 mol kg'! y sensibilidad de 300 yW a 25 °C.

3.2. Resultados correspondientes al proceso de
micelizacion del OGP en presencia de hidroxipropil- f -

ciclodextrina.

La primera ciclodextrina en utilizar para determinar sus propiedades
termodinamicas fue la hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD), en la figuras
subsecuentes se muestran los potenciogramas obtenidos de las cinco diferentes

concentraciones de HP-B-CD.
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Fig. 3.4 Potenciograma del [HP-B-CD] = 5.01 x 10-3 mol kg!
y [OGP] = 220.48 x 103 mol kg'! a 25 °C.

P, uw

300r
200H

100

é fO Tiﬁe,hour
Fig. 3.5 Potenciograma del [HP-B-CD] = 10.001 x 10-3 mol kg'!
y [OGP] = 220.48 x 10-3 mol kgt a 25 °C.
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P, pw
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5 10 15 Time, hour
Fig. 3.6 Potenciograma del [HP-B-CD] = 15.79 x 10-3 mol kg!
y [OGP] = 220.48 x 10-3 mol kgt a 25 °C.

P, uW

200

oL L
5 10 15 Time,hour
Fig. 3.7 Potenciograma del [HP-B-CD] = 19.83 x 10-3 mol kg1
y [OGP] = 220.48 x 10-3 mol kg1 a 25 °C.
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5 10 15 Time,ho‘ur
Fig. 3.8 Potenciograma del [HP-B-CD] = 29.96 x 10-3 mol kg-!
y [OGP] = 270.34 x 10-3 mol kg'! a 25 °C.

Se puede observar como varian los potenciogramas conforme la concentracion de
HP-B-CD aumenta. En la figura 3.9 se muestra una grafica de calor vs

concentracion de OGP, la grafica corresponde a la HP-f-CD 10.001 x 10-3mol kg1,

8
R 222 22N
| *
. 6 0. ”0
(o] . .
S . .
2 4 - . .
(e} .0. .
19 .0 .
*
%
®,
0 T T T \““’L
0 10 20 30 40 50

[OGP] /10 mol kg™

Fig. 3.9 Grafica de —Q vs [OGP] en presencia de
[HP-B-CD] =10.00 x 10-3 mol kg'!
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Tabla 3.1. Condiciones experimentales a las que se llevaron las determinaciones

para el OGP en presencia de HP--CD

[HP-B-CD] #de Volumen Volumen [OGP ]/ Sensibilidad/ Tiempo

inyecciones de enceldade | 10°mol kg uw maximo de

inyeccion / muestra/ titulacion/
pL mL min
5.01 40 16 2.221 220.48 300 25
10.00 50 16 2.207 220.48 300 25
15.79 50 16 2.211 220.48 300 25
19.83 70 16 2.236 220.48 300 25
29.55 60 16 2.141 270.34 300 20

Tabla 3.2 Parametros termodinamicos determinados para el proceso de

micelizacion del OGP en presencia de HP-B-CD .

[HP-B-CD] CMC AH e AG i TAS e

/10° mol kg | /107 mol kg™ / kJ mol”! / kJ mol’! / kJ mol”!
5.01 31.50+0.06 | 6.393+0.120 | 18.529+0.007 | 26.036+0.062
10.00 36.31£0.06 | 6.007+0.060 | 18.179+0.007 | 25.419+0.063
15.79 42.19+0.06 | 5.578+0.050 | 17.806+0.006 | 24.783+0.056
19.83 44.70+0.06 | 5.488+0.060 | 17.663+0.006 | 24.636+0.050
29.55 53.97+0.14 | 5.373%0.101 | 17.194+0.005 | 24.250+0.111
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Tabla 3.3 Parametros termodinamicos en el proceso de complejacion del OGP en

presencia de HP-B-CD.

[HP-B-CD] AH}, K AG}; TAS’
/10° mol kg™! / kJ mol™! / 10’ mol kg™! / kJ mol™! / kJ mol™!

5.01 4.943+0.204 | 1.175:0.230 | 17.53410.432 | 22.474+0.229
10.00 4.520£0.671 | 1.927+0.216 | 18.7540.048 | 23.274+0.661
15.79 4.299+0.810 | 1.838+0.299 | 18.635+0.112 | 22.936+0.128
19.83 4.143%0.544 [ 2.200+0.278 | 19.079£0.062 | 23.219+0.327
29.55 3.940£0.760 | 1.961+0.315 | 18.792%0.096 | 22.732+0.135

3.3. Resultados correspondientes al proceso

de

micelizacion del OGP en presencia de hidroxipropil- vy -

ciclodextrina

En esta seccion se presentan los datos correspondientes a la HP-y-CD, a

continuacion se muestran los potenciogramas obtenidos para esta ciclodextrina a

las diferentes concentraciones.
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Fig. 3.10 Potenciograma del [HP-y-CD] = 4.94 x 10-3 mol kg-!
y [OGP] = 225.61 x 103 mol kg'! a 25 °C.
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Fig. 3.11 Potenciograma del [HP-y-CD] = 9.80 x 10-3 mol kg-!
y [OGP] = 225.61 x 10-3 mol kgt a 25 °C.
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Fig. 3.12 Potenciograma del [HP-y-CD] = 14.92 x 10-3 mol kg'!
y [OGP] = 225.61 x 10-3 mol kgt a 25 °C.
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Fig. 3.13 Potenciograma del [HP-y-CD] = 19.99 x 10-3 mol kg-!
y [OGP] = 225.61 x 10-3 mol kg'! a 25 °C.
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Fig. 3.14 Potenciograma del [HP-y-CD] = 29.55 x 10-3 mol kg!

y [OGP] = 270.34 x 103 mol kg'! a 25 °C.

RESULTADOS

Tabla 3.4. Condiciones experimentales a las que se llevaron las determinaciones

para el OGP en presencia de HP-y-CD

[HP-y-CD] #de Volumen Volumen [OGP ]/ Sensibilidad/ Tiempo

inyecciones de enceldade | 10°mol kg uWw maximo de

inyeccion / muestra/ titulacion/
pL mL min
4.94 50 16 2.112 225.61 300 15
9.80 55 16 2.222 225.61 300 15
14.92 57 16 2.215 225.61 300 15
19.99 60 16 2.208 225.61 300 15
29.55 55 16 2.118 270.34 300 15
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Tabla 3.5 Parametros termodinamicos determinados para el proceso de

micelizacion del OGP en presencia de HP-y-CD.

[HP-y-CD] CMC AH e AG nic TAS  nic

/10 mol kg | /10° mol kg'' / kJ mol’! / kJ mol™! / kJ mol’!
4.94 33.44+0.07 | 5.322+0.016 | 18.385+0.009 | 24.873+0.059
9.80 39.14+0.06 | 4.287+0.042 | 17.995+0.007 | 23.601+0.053
14.92 43.69+0.11 | 4.033+0.057 | 17.719+0.011 | 23.189+0.068
19.99 48.88+0.10 | 3.318+0.051 | 17.441+0.009 | 22.322+0.060
29.55 58.38+0.20 | 3.160+0.075 | 17.001+0.017 | 21.940+0.090

Tabla 3.6 Parametros termodinamicos en el proceso de complejacion del OGP en

presencia de HP-y-CD.

[HP-y-CD] AH"}, Kii AG"), TASY),
/10” mol kg / kJ mol”! /10’ mol kg™! / kJ mol”! / kJ mol”!
4.94 2.178+0.124 | 0.250+0.039 | 13.688+0.390 | 15.866+0.266
9.80 2.534+0.140 | 0.180£0.029 | 12.873+0.389 | 15.407+0.249
14.92 2.224+0.084 | 0.430+0.082 | 15.032+0.479 | 17.255+0.395
19.99 2.482+0.075 | 0.530+0.085 | 15.550+0.401 | 18.032+0.326
29.55 3.169+0.272 | 0.220+0.089 | 13.371+1.064 | 16.540+0.792
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3.4. Resultados correspondientes al proceso de
micelizacion del OGP en presencia de hidroxipropil- a -

ciclodextrina

A continuacion se presentan los potenciogramas obtenidos para el proceso de

micelizacion del OGP en presencia de la HP-a-CD.

P, mW

o.o.L JLLMMW_M_&

5 10 1% ime, hour

Fig. 3.15 Potenciograma del [HP-a-CD] = 5.06 x 10-3 mol kg'!
y [OGP] = 225.61 x 10-3 mol kgt a 25 °C.
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Fig. 3.16 Potenciograma del [HP-a-CD] = 10.01 x 10-3 mol kg-!
y [OGP] = 225.61 x 103 mol kg'! a 25 °C.
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Fig. 3.17 Potenciograma del [HP-a-CD]| = 14.97 x 10-3 mol kg-!
y [OGP] = 225.61 x 10-3 mol kg'! a 25 °C.
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Fig. 3.18 Potenciograma del [HP-a-CD] = 19.99 x 10-3 mol kg-!
y [OGP] = 270.34 x 103 mol kg'! a 25 °C.
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Fig. 3.19 Potenciograma del [HP-a-CD]| = 29.87 x 10-3 mol kg!
y [OGP] = 270.34 x 103 mol kg'! a 25 °C.
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Tabla 3.7. Condiciones experimentales a las que se llevaron las determinaciones

para el OGP en presencia de HP-a-CD

[HP-a-CD] #de Volumen Volumen [OGP ]/ Sensibilidad/ Tiempo

inyecciones de enceldade | 10°mol kg uw maximo de

inyeccion / muestra/ titulacion/
pL mL min
5.06 40 16 2.113 225.61 1000 15
10.01 45 16 2.095 225.61 1000 15
14.97 60 16 2.105 225.61 1000 15
19.99 45 16 2.107 270.34 1000 15
29.87 45 16 2.114 270.34 1000 15

Tabla 3.8 Parametros termodinamicos determinados para el proceso

micelizacion del OGP en presencia de HP-a-CD.

[HP-a-CD] CMC AH i AG pic TAS mic

/10° mol kg | /10° mol kg / kJ mol’! / kJ mol”! / kJ mol’!
5.06 31.16+0.09 | 6.886+0.085 | 18.554+0.011 | 25.440+0.097
10.01 35.65+0.08 | 6.396+0.090 | 18.219+0.009 | 24.615+0.099
14.97 39.06%0.09 | 6.477+0.057 | 17.994+0.009 | 24.471+0.066
19.99 43.47+0.09 | 6.300+0.099 | 17.730+0.008 | 24.030+0.107
29.87 52.86%0.10 | 6.135+0.140 | 17.245+0.012 | 23.380+0.152

de
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Tabla 3. Parametros termodinamicos en el proceso de complejacion del OGP en

presencia de HP-a-CD.

[HP-y-CD] AH'}, Kii AG’} TAS",
/10° mol kg™! / kJ mol™! /10’ mol kg™! / kJ mol’! / kJ mol™!
5.06 14.931+0.334 | 2.016+0.269 | 18.867+0.332 | 3.937+0.666
10.01 15.395+0.709 | 1.607+0.528 | 18.305:0.844 | 2.915+1.553
14.97 15.27620.237 | 1.540£0.189 | 18.195+0.307 | 2.925%0.544
19.99 15.415+0.388 | 1.480+0.306 | 18.096+0.520 | 2.686+0.908
29.87 15.153+0.231 | 1.379+0.199 | 17.923+0.360 | 2.773+0.591

Tabla 3.10 Promedios de los parametros termodinamicos de

las tres HPCD'’s.

HPCD Kii AH), AG, TAS";
/10’ mol Kg! / kJ mol”! / kJ mol /k J mol”
o 1.610+0.298 | 15.23+0.197 | 18.277+0.473 | 3.047+0.937
B 1.822+0.904 | 4.37+0.354 | 18.559+0.149 |22.927+0.296
v 0.322+0.646 | 2.52+0.139 | 14.103+0.544 | 16.620+0.405

la complejacion de
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CAPITULO 4

ANALISIS DE RESULTADOS

Este capitulo esta enfocado al analisis de los resultados experimentales obtenidos
en este trabajo de tesis. Primero se realiza un analisis de los resultados obtenidos
para el OGP, después se analiza el efecto de la presencia de la HP-a, B y y-
ciclodextrina en el proceso de micelizacion del OGP y por ultimo se hace el
analisis de los parametros termodinamicos determinados para los complejos de

inclusion ciclodextrina-tensoactivo.

4.1 Analisis de resultados para el OGP

Como ya se dijo, el tensoactivo que dio los mejores resultados fue el OGP, por lo
cual fue elegido. Ademas que este tensoactivo tuvo ventajas sobre los demas
porque no es toxico, es inocuo a la piel, es biodegradable, una caracteristica
importante es que posee una CMC elevada, y ademas es un tensoactivo muy
soluble en agua, lo cual facilita la preparacion de las disoluciones.

En la figura 4.1 se observa la grafica resultante de la titulacion del OGP puro. La
forma de esta titulacion es la de una sigmoidea; a lo largo de esta titulacion
suceden una serie de procesos que son enumerados en la figura 4.1 y los cuales

se explican.
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Fig. 4.1. Grafica de calor vs [OGP]

Esta primera parte del potenciograma corresponde a la ruptura de las
micelas de OGP que son inyectadas a la celda de muestra y también se
debe a la dilucion de monoémeros, esto se debe a, que en esta etapa del
proceso, la concentracion de OGP en la celda de muestra esta por debajo de
la CMC.

En esta region se alcanza la CMC de este tensoactivo, por esta razén es que
la entalpia cambia bruscamente, siendo la razéon de fondo que dejan de
romperse las micelas.

En esta region la intensidad de las titulaciones disminuyen hasta llegar a
ser constantes y esto se debe a la dilucion de micelas sin ruptura de las

mismas.

Por medio de la técnica de CTI, fue posible determinar el valor de la CMC para el

OGP en solucion acuosa a 25 °C, el valor determinado fue de 27.83 x 103

mol kg1l. Este valor es proximo a los valores que se encuentran reportados en la

literatura (tabla 1.2). El valor obtenido para la AHgesm fue de -6.9 kJ mol! y no se

encontraron datos reportados.
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Ajuste

B Experimental

-Q/ kJ mol”

0 10 20 30 40 50
OGP /10° mol kg™

Fig. 4.2 Ajuste a la ecuacion de Boltzmann de los datos

experimentales del OGP

Con la técnica de CTI la CMC y AHgesm son determinados en un solo experimento,
lo cual tiene ventaja sobre otras técnicas usadas para este tipo de
determinaciones termodinamicas. Una vez obtenida la CMC y el AHgesm del OGP,
el siguiente paso fue estudiar el efecto de la presencia de la hidroxipropil-a, B y y-

ciclodextrina en el proceso de micelizacion del OGP.

4.2 Analisis de resultados del efecto de la presencia de

HPCD en el proceso de micelizacion del OGP

En la figura 4.5 y 4.6.se muestran las graficas de calor vs concentracion de OGP
en ausencia y presencia de HP-B-CD respectivamente, con la finalidad de observar
el efecto que tiene la presencia de HP-B-CD en el proceso de micelizacion del OGP.

La grafica 4.6 corresponde a la HP-B-CD 10.00 x 10-3 mol kg-1.

71



ANALISIS DE RESULTADOS
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Fig. 4.5. Grafica de calor vs [OGP]
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Fig. 4.6 Grafica de la HP-B-CD 10.00 x 10-3 mol kg1

En la titulacion de ciclodextrina con OGP, se llevan a cabo varios procesos, ver

figura 4.6 y se deben a los siguientes fenomenos:

(I)

quedan saturadas.

Dentro de esta primera parte hay dos procesos, uno es la ruptura de las
micelas inyectadas y el otro proceso que se lleva a cabo simultaneamente
corresponde a la formacion del complejo ciclodextrina-tensoactivo; esta

formacion de complejos termina hasta que todas las ciclodextrinas
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(I)  Esta segunda parte del potenciograma se debe a la ruptura de micelas,
debido a que todos los mondmeros de tensoactivo en (I) formaron
complejos de inclusion con las ciclodextrinas presentes en disolucion.
También otro proceso involucrado en esta etapa es la dilucion de
monomeros.

(II) En esta zona se alcanza la CMC y conforme la concentracion de HP-B-CD
aumenta, la CMC se recorre hacia la derecha.

(IV) Esta region se debe solamente a la dilucion de micelas sin ruptura de las

mismas.

Estos cuatro procesos también se presentaron con la HP-a y y-CD.
Para determinar la CMC y el AHgesm en presencia de HP-B-CD se tomaron los

datos de los procesos II, IIl y IV, ya que corresponden al proceso de micelizacion

del tensoactivo, figura 4.7.

-Q/ kdmol™

Qmax  6.58
Qmn  0.19
| CMC 36.32
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
18 23 28 33 38 43 48

[OGP] /10" molkg™

2,

Fig. 4.7 Ajuste a la ecuacion de Boltzmann para la

[HP-B-CD] = 10.00 x 10-3 mol kg'!

Una vez obtenidos los datos de CMC y AHgesm para el OGP y de haber identificado
cada uno de los procesos a lo largo de una titulacion, se puede hacer un analisis

sobre el efecto que tiene la presencia de las tres HPCD’s en el proceso de

micelizacion del OGP.
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En la figura 4.8 se muestra una grafica de la CMC vs concentracion de HP-a, B y

v-CD, en la cual se observa que la presencia de HPCD tiene un efecto marcado

sobre la CMC del OGP puro.

70
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Fig. 4.8 Grafica de CMC vs [HP-a, B y y-CD]

En la figura 4.8 se observa que conforme se incrementa la concentracion de HPCD
la CMC se incrementa, esto se debe que a mayor concentracion de ciclodextrina
hay un mayor numero de moléculas de HPCD disponibles para formar complejos
las cuales tienen que saturarse antes de que se presente la etapa (II). Con estos
resultados, se puede afirmar que la CMC tiene una tendencia lineal al aumentar
la concentracion de HP-a, B y y-ciclodextrina. De los tres ajustes, si interpolamos
la concentracion de HPCD a cero, la CMC del OGP se aproxima mucho al valor
experimental obtenido que fue de 27.83 x 103 mol kg!. En la tabla 4.1 se

presentan los resultados del ajuste correspondiente a la siguiente ecuacion:

CMC = m [HPCD] + b (1)
Tabla 4.1. Resultados del ajuste correspondiente a la CMC
HPCD m b r2
o 0.8367 27.201 0.9960
0.8909 27.513 0.9978
Y 1.0247 28.373 0.9986
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Con respecto al calor de desmicelizacion el efecto es contrario al de la CMC;
disminuy6 conforme la concentracion de HP-a, § o y-CD aumenta. En la figura 4.9

se observar tal efecto, y el como varia el AHgesm para cada HPCD.

8
7 L J
po *
2o o ’ '
2 A = n | |
= 0
T 4 - 4 A
<  HPaCD
[} A A
34 m HPbCD
2 A HPg(\:D T T T T
4 9 14 19 24 29

[HPCD] / 10 molkg™
Fig. 4.9 Grafica de -Q vs [HP-a, B y y-CD]

En la figura 4.9 se puede apreciar que la HPCD que presenta una mayor
disminucion en el AHgesm €s la HP-y-CD, después le sigue la HP-B-CD y por ultimo
la HP-a-CD. Posiblemente esta disminuciéon se deba a que pueda existir una
interaccion entre los complejos de inclusion y las micelas presentes en disolucion.
En la tabla 4.2 se muestran los ajustes realizados para las HPCD’s de acuerdo a

la siguiente ecuacion:

AHgesm = m [HPCD] + b (2)
Tabla 4.2. Parametros del ajuste correspondiente al [1Hgesm.
HPCD m b r2
a 0.0259 -6.8523 0.7769
0.0409 -6.4261 0.8488
Y 0.0845 -5.3622 0.8597

De acuerdo a los resultados presentados de AHOnic, TASOmic y AG%ic para las tres

HPCD'’s el proceso de micelizacion (proceso inverso al de desmicelizacion) del OGP

en presencia de la HP-a, B y y- CD es un proceso espontaneo ya que AGOyic es
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menor a cero. Para las tres ciclodextrinas modificadas la AHO%yic es un proceso
endotérmico y TASOyic es mayor a cero, lo cual podria deberse a que la fuerza
impulsora en el proceso de micelizacion del OGP se deba probablemente a la

deshidratacion de las moléculas de OGP al formar micelas.

4.3 Analisis de resultados de la complejacion de las
HPCD’s con el OGP.

La complejacion de la ciclodextrina con el tensoactivo, es uno de los primeros
procesos que se lleva a cabo en la titulacion del OGP en presencia de HPCD junto
con la ruptura de micelas. En las siguientes figuras se muestran las graficas de

calor vs concentracion de OGP al titular este en una disolucion de HP-a, B y y-CD.
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[OGP]/ 10 molkg™
Fig 4.10. - Q vs [OGP] de la HP-a, B y y-CD ~ 5 x 10-3 molkg-!
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Fig 4.11. - Q vs [OGP] de la HP-a, By y-CD ~ 10 x 10-3 molkg-!
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Fig 4.12. - Q vs [OGP] de la HP-a, By y-CD ~ 15 x 10-3 molkg!
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Fig 4.13. - Q vs [OGP] de la HP-a, By y-CD ~ 20 x 10-3 molkg!
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Fig 4.14. - Q vs [OGP] de la HP-a, B y y-CD ~ 30 x 10-3 mol kg!

En las figuras 4.10 — 4.14 se observa que la complejacion de las HPCD’s es
diferente para las tres, la HP-a-CD tiene un comportamiento contrario al de
HP-B y y-CD, ya que la formacion del complejo ciclodextrina — tensoactivo de la
HP-a-CD es un proceso exotérmico al igual que la ruptura de las micelas. Como
resultado se suman estos dos procesos; en cambio, para la HP-B-CD e HP-y-CD la
formacion del complejo de inclusion es un proceso endotérmico y como la ruptura
de micelas es exotérmica, en consecuencia, estos dos procesos se restan. Este

comportamiento se presento en cada una de las concentraciones de HPCD’s.
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Esta diferencia en la entalpia de formacion del complejo de inclusion puede
deberse a la diferencia de volumen de la cavidad de cada ciclodextrina, ya que la
cavidad de la HP-a-CD tiene un didmetro de 4.7 A, es posible que a esta longitud
de la ciclodextrina sea la mas adecuada entalpicamente de las tres HPCD’s para la
formacion del complejo de inclusion y por esta razon la inclusion del tensoactivo
en la ciclodextrina sea un proceso exotérmico.

De acuerdo a los resultados presentados de AH9 1, AS%11 y AG9;; (tabla 3.10) para
las tres HPCD'’s se observa que el proceso de complejacion de las tres HPCD’s con
el OGP es un proceso espontaneo ya que AG%;; es menor a cero. En el caso de la
formacion del complejo con HP-B-CD y con HP-y-CD, el AH%:; es positivo, es decir
se trata de procesos endotérmicos; por lo que la fuerza impulsora en estos casos
es entropica. En contraste, la formacion del complejo HP-a-CD es un proceso

exotérmico; la entalpia es la fuerza impulsora para la formacion de este complejo.
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CAPITULO S

CONCLUSIONES

5.1 Sobre el proceso de micelizacion del OGP

v Se logré validar la técnica calorimétrica de titulacion tomada de la literatura

para el tensoactivo no i6nico n-octil-B-D-glucopiranoésido.

v Se logré controlar el proceso de micelizacion del OGP utilizando

ciclodextrinas modificadas

v' Se determiné una concentracion micelar critica para el OGP de 27.83 x 103
mol kgl y un AHgesm de —6.9 kJ mol! en disolucion acuosa a 25 °C, por

medio de la técnica calorimétrica de titulacion isotérmica.

v' La presencia de las tres HPCD’s tiene un efecto marcado sobre la CMC del
OGP puro, de manera que la CMC se ve incrementada de manera lineal

conforme la concentracion de HP-a, B y y-CD aumenta en disolucion.

v" El AHgesm disminuye conforme la concentracion de HP-a, B y y-CD aumenta,
lo cual posiblemente se deba a que pueda existir una interaccion entre los
complejos de inclusion que se encuentran en disolucion y las micelas

presentes.
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Sobre la complejacion de HPCD-OGP

Los complejos de inclusion HPCD-OGP se formaron con las tres
hidroxipropil-ciclodextrinas utilizadas a todas las concentraciones de

HPCD.

Los complejos de inclusion mas estables son los formados con la HP-a-CD y

el menos estable es el formado con la HP-B-CD.

Se determiné la K11, AH%11, AG%1 y AS?;; para cada uno de los complejos de

inclusion formados entre el OGP y las HP-a, 8 y y-CD.

De acuerdo con el software del equipo, los complejos de inclusion formados
con el OGP tienen una estequiometria 1:1, pero conforme la concentracion
de HPCD aumenta, podria presentarse la estequiometria 1:2 y no pueden
quedar descartadas estequiometrias mas complejas. Esto se intuye a partir
del hecho de que los ajustes considerando solamente una estequiometria

1:1 no reproducen con presicion los datos obtenidos experimentalmente.

La Ki1 y el AH91 no presentan cambios significativos en todo el rango de

concentracion de HP-a, B y y-CD utilizada
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5.3 Recomendaciones para trabajos futuros

Las ciclodextrinas son moléculas muy versatiles con los cuales todavia queda
mucho por hacer, y aiin mas con ciclodextrinas modificadas de las cuales todavia
no hay muchos datos termodinamicos reportados. De igual manera los
tensoactivos son moléculas muy interesantes y de los cuales hay una amplia
gama que pueden ser estudiados. Pero, teniendo en cuenta los reactivos que se
encuentran en el laboratorio y los equipos que se tienen se proponen los

siguientes estudios:

v En esta tesis la temperatura de trabajo fue de 25 °C y el TAM permite
trabajar en un intervalo de temperatura de 10 — 80 °C., por lo que se podria
realizar un estudio del proceso de micelizacion del OGP en todo este
intervalo de temperatura con la finalidad de observar como se ve afectada la

CMC y AHgesm por un cambio de temperatura.

v El estudio realizado en esta tesis podria llevarse a cabo en las mismas
condiciones de trabajo pero con ciclodextrinas nativas, solo que el rango de
concentracion de ciclodextrina seria menor ya que estas son menos solubles

que las ciclodextrinas modificadas.

v Las ciclodextrinas modificadas se caracterizan por tener diferentes valores
de sustitucion molecular, por lo que se propone hacer un estudio en el cual
la variante sea la sustitucion molecular de la ciclodextrina. En el laboratorio
se cuenta con HP-B-CD con las siguientes sustituciones moleculares 0.6,

0.8 y 1, la cual podria ser estudiada.
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v' Otro grupo de tensoactivos interesantes son los denominados géminis; en el
laboratorio se cuenta con uno del cual se puede determinar la CMC y el
AHgesm y seria muy interesante estudiar el fenomeno de la complejacion con

las ciclodextrinas, ya sean la nativas o las modificadas.
v' Encontrar los mismos parametros determinados en esta tesis, cambiando la

cadena alifatica del OGP por cadenas alifaticas de mayor y menor numero

de atomos de carbono.
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APENDICE

Férmula minima

C 14 12.011 168.154 C14H2505
H 28 1.008 28.224
(0] 6 15.999 95.994 Datos a introducir
PMgucosi= 292.372
PMy20= 18.015
CONCENTRACION DE LA DISOLUCION
MASA(g) MOLES X MOLALIDAD % PESO
OGP 1.614 5.52E-03 3.96E-03 0.22050 6.056
AGUA 25.0356 1.39E+00 9.96E-01
Vi20celda(mML)3 2.2254
Vinyectado(HL)= 16
nOGPinyectado= 3.31E-06
CONCENTRACION DE OGP POR TITULACION
Inyecciéon |[Voleeqa (ML) |nogp €n celda |xCELPA :Ilocfslanllljla:g_”(x
1 2.2414 3.3143E-06 | 2.6638E-05 1.4787
2 2.2574 6.6287E-06 | 5.2897E-05 2.9364
3 2.2734 9.9430E-06 | 7.8785E-05 4.3736
4 2.2894 1.3257E-05 1.0431E-04 5.7908
5 2.3054 1.6572E-05 1.2948E-04 7.1882
6 2.3214 1.9886E-05 1.5430E-04 8.5664
7 2.3374 2.3200E-05 1.7878E-04 9.9257
8 2.3534 2.6515E-05 2.0293E-04 11.2666
9 2.3694 2.9829E-05 2.2674E-04 12.5893
10 2.3854 3.3143E-05 2.5024E-04 13.8943
11 2.4014 3.6458E-05 | 2.7343E-04 15.1819
12 2.4174 3.9772E-05 | 2.9630E-04 16.4524
13 2.4334 4.3086E-05 3.1888E-04 17.7063
14 2.4494 4.6401E-05 | 3.4115E-04 18.9437
15 2.4654 4.9715E-05 | 3.6314E-04 20.1651
16 2.4814 5.3029E-05 3.8485E-04 21.3708
17 2.4974 5.6344E-05 | 4.0627E-04 22.5610
18 2.5134 5.9658E-05 | 4.2742E-04 23.7360
19 2.5294 6.2972E-05 | 4.4830E-04 24.8962
20 2.5454 6.6287E-05 | 4.6892E-04 26.0418
21 2.5614 6.9601E-05 | 4.8928E-04 27.1731
22 25774 7.2915E-05 | 5.0939E-04 28.2903
23 2.5934 7.6230E-05 | 5.2925E-04 29.3938
24 2.6094 7.9544E-05 | 5.4886E-04 30.4837
25 2.6254 8.2858E-05 | 5.6824E-04 31.5603
26 2.6414 8.6173E-05 | 5.8737E-04 32.6239
27 2.6574 8.9487E-05 | 6.0628E-04 33.6747
28 2.6734 9.2802E-05 | 6.2496E-04 34.7129
29 2.6894 9.6116E-05 6.4342E-04 35.7388
30 2.7054 9.9430E-05 6.6166E-04 36.7525

Hoja de calculo elaborada.
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Datos experimentales obtenidos de la titulacion del OGP sobre HP-a-CD 5 x 10~ mol kg™

I OGP

rRu_p

Hoja de recopilacion de datos para una titulacion

< == 17T Tot Tot Com

mol kg-! HJ kJ mol-1

1 1 6988 =Z850687 00 20 7960 4 907E.02

2 3 3658 -64937 00 17 9897 3 96E-02

3 50114 -53203 00 14 7390 2 79E-02

4 6 6327 =40210.00 11 1395 1.49E-02

oY 832304 =33231 00 Q. 2061 Z91E-03

B8 9 8049 =29406 00 831464 4 09F-03

Z 11 3568 -28153 50 77994 2 84FE-03

8 12 8865 _26983 50 74753 1 67E-03

[¢] 14 3946 =26835 50 74343 152E-03

10 15 8814 =25798 50 71470 4 80F-04

11 17 3474 -25939 00 7 1860 6 21F-04

13 202188 -25232 00 6 9901

14 21 6250 =24325 Q00 6 7388

15 23 0121 =23992 Q00 6 6466

16 24 3805 =23154 00 64144

17 25 73058 =22556 00 68 2488

18 27 0625 -21562 00 59734

19 28 3768 =20092 50 5 5663

20 29 6739 =17301 00 4 7929

21 309540 =13810.00 3 8258

22 32 21758 =9752 80 27018

23 334647 -6216 00 17220

24 34 6960 =4585 00 12702

25 359115 =3128 00 0. 8666

26 371117 =2147 00 05948

27 38 2968 =1500 50 Q4157

28 39 4670 -982 00 02720

29 40 6227 =1273 00 Q03527

30 41 7642 =903 00 Q02502

31 42 8917 =747 00 02069

32 44 0054 =385 00 01067

33 45 1056 =658 00 01823

34 46 1926 =448 00 01241

35 47 2666 =352 00 0.0975

36 48 3278 =299 00 00828

37 49 3764 =274 00 00759

38 504127 =234 00 00648

39 514369 =195 00 0.0540

40 K2 4491 =172 00 00476
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Medido por: Sibila
Nombre del archivo de datos HPGCD10.XPT

METODO

APENDICE

Fecha de inicio del experimento 18/Febrero/2003

Canal 2 Bomba niimero 1
Vol. por titulacion 16 pl.

Vol. de la jeringa utilizada 1000 uL

Sensibilidad 300 uW

Numero de titulaciones 40
Agitadores encendidos si

Duracidén maxima de la titulacion 15 minutos

Duracion maxima de la linea base después de la titulacion 15 minutos

CELDA DE MUESTRA

Disoluciéon _HP-y-CD

Masa o volumen
(minimo 2 g) 2.2219 ¢

Concentracion 10.01 x 10> mol kg']

Fecha de preparacion
de la disolucion 18/Febrero/2003

CELDA DE REFERENCIA

Disolucion HP-y-CD

Masa o volumen
(minimo 2 g) 2.2129 ¢

Concentracion 10.01 x 107> mol kg_l

Fecha de preparacion
de la disolucion 18/Febrero/2003

JERINGA DE MUESTRA
Disolucion OGP

Concentracion 225.61 x 10~ mol kg™

Fecha de preparacion
de la disolucién18/Febrero/2003

JERINGA DE REFERENCIA
Disoluciéon H,O

Concentracion1 00 %

Fecha de preparacion de la

disolucion 18/Febrero/2003

DATOS DE DISOLUCIONES

MUESTRA PESO (g) DE PESO (g) DE
MUESTRA AGUA
HP-;-CD | 0.4613 25.1387
OGP 1.6137 24.4941
OBSERVACIONES

Hoja de recopilacion de datos para un titulacion
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APENDICE C

En este apéndice se incluye la manera de programar el software del Digitam, con
la finalidad de que sea mas facil el manejo de software para personas que tengan
que utilizar éste equipo por primera vez.

Una vez que se obtiene de la plantilla de excel las condiciones experimentales
para la titulacion y que el equipo esta estabilizado se programa para que empiece
la titulacion, la manera de programarlo es la siguiente:

1. Una vez abierta la ventana de Digitam, la cual se presenta en la siguiente
figura donde la linea color amarillo corresponde al canal 1 y la linea azul al

2. Digitam for Windows - [Screen Flot] 1o
#= File Edt Plot System Cortrol Analsis Window Help mETE|

oilem| R L Sl 6l

Time, min

Open stored method

2. En seguida se escoge del menu la opcion de Control y después la de
Initiate Experiment... con la cual se despliega el siguiente cuadro

Initiste Experiment K E

|§z‘b¥ Pause | Man |1 ‘
Channal # l_ Sey Vakum
Doase [oans el st ww [0
Bolsi e oA Fecunes gmu postion, 01000 [0
Metherd e [TEFINGA Tnl) Stiet corml e Mo
Satrphe infoumation opticnsl ol oy -
ot | [Frecs pat b [S0000

Flow svrtch ruarber, sie [ [~

Sampln it ia 7
: Flow swirch rurvbee, tided [~ T
Sample anount ['.'liH S '_-’—
Sampleurt [
JE Syange yolurme, g [1000.00
Sacle dve: IR
Disperan volume, (" R

Addtional info: I|—OGP.A 22274100 mM. Rlepeticiin del sxpenments

Chte I Help I

El cuadro anterior sirve para recopilar todos los datos referentes al experimento a
enviar. En la casilla de Chanel se le indica el canal a utilizar, en la de Operador
se introduce el nombre de la persona que va realizar la titulacion, en la de
Results name se indica el nombre del archivo en el que se va a guardar los datos
de la titulacion y la extension de este archivo debe ser XPT, en la casilla de
Method name se introduce el método que fue creado para la titulacion a realizar,
éste método contiene las condiciones experimentales a las que se va a enviar la
titulacion, y para recuperar éste método creado dentro de esta casilla se hace clic
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con el boton izquierdo del raton y se escoge la opcion Browse file y se procede a
buscar el archivo en el cual fue guardado el método creado, y por ultimo se
selecciona el método creado para que se guarde en esta casilla.

En la opcion de Sample information la cual es opcional se recomienda que sea
llenada, en la casilla de Sample name se coloca el nombre de la disolucion
colocada en la celda de muestra, en la casilla de Sample id se coloca la
concentracion de la disolucion colocada en la celda de muestra, en Sample
aumount se coloca la cantidad de disolucion pesada en la celda de muestra, en
Sample unit la unidad de la medida realizada (gramos), en Sample date se pone
la fecha en la que fue realizada la disolucion que fue colocada en la celda.

En la casilla de Amplifier setting se pone la sensibilidad a utilizar del equipo, en
Syringe pump number se introduce el numero del inyector a utilizar (1 si se
utiliza el canal 1 y 2 para el canal 2). Por ultimo en la casilla de Additional info
se introduce algiin comentario pertinente a la titulacion. Una vez llenado este
cuadro se da clic en Close.

3. Una vez cerrado el cuadro anterior, en el menu de Digitam se da clic
nuevamente a la opcion Control y luego a Experiment control del cual se
despliega el siguiente cuadro:

Experiment Control EHEI
Channel number 1 2 3 4
Experiment infa

Methad hame Start Titration 15rmir

Results name chl HPRCD_10[M

E=periment part First 1 First

Experiment section Baseline 1 Standby

Experiment section time 00:05:40
Start erperiment r ird [ o
Change section r Inl r Inl
Change exp part I | In| | Ju
End experiment u In| | Ju

oK I Cancel Apply Help

En este cuadro se selecciona el canal a utilizar en la titulacion en la opcion de
Start experiment, después se da clic en Apply y por ultimo se da clic en Ok y al
hacer este clic se cierra esta ventana.

4. Para poder observar el entalpograma correspondiente a la titulacion, del
menu Digitam se escoge la opcion Plot y después Define screen plot, de la
cual se despliega el siguiente cuadro.

Define Screen Plot 7] %]

=
]
[i=]

Plat zetup / Plot )

1. Results name (yellow] 1l

| I I
2. Aesults name (blue) |slaltup\ch2 | | |
3 Results name (green] | | [ [

4 Resuls name [red) | | | ]

Start ime, [Ohitm [Ohitim | [ [ohitm
End time, [1h00m [ [1haim [1hoom

Flot type [t =] =] = Juw =l
Data type [Raw =l [Raw =] | [Raw =]\ [Raw =l
Deefine upper [200 [0 [ra [ra
Define lawer [0 [0 [10 [10
™ Show integrals [as "I: .." in plot]

Ok I Cancel | Get data from plot | Data adjust | Help
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Aqui en este cuadro se selecciona el color para el entalpograma (amarillo, azul,
verde y rojo), en la opcion Results name se hace clic en la casilla de la columna A
en el color seleccionado y con el boton derecho del raton se busca el archivo
correspondiente a la titulacion (el archivo guardado con la extension XPT). Por
ultimo en la opcion Define upper se introduce la sensibilidad utilizada para el
experimento y se da clic en Ok, para la visualizacion del entalpograma y aqui
comienza la titulacion automaticamente.

A continuacion se indica como se programan las condiciones experimentales para
una titulacion calorimétrica en el software del Digitam.

1. Primero del menu de Digitam se escoge la opcion File, después se elije
Open y luego Method, y una vez seleccionada esta ultima opciéon se procede
a buscar el método mas similar al que se quiere crear. Ya que se escogio un
meétodo parecido se abre y se despliega el siguiente cuadro:

m Files\TM\Digitam\results\nano\S ibilakM etodos\Titiation ... [l [=] EY

[#- Section change condiion | First “1 Erevious

Calorimeter data P
i Second [ Fauss | Bassline | Main| Basslne |*1 [t |
- Electical calibration
i+~ Sample handing Help
Auniliary system Third [ Pause | Baseline | Main] Baseline |*1 |
1 2 n—
Bassling Pauss | Bassline

3 £ho 4 £na

Pause | Baseline | Main

5 — 5 e
| Pause ‘ Baseline | Pause ‘ Main‘ | Pause ‘ Baseline | Ma\nl Baseling ‘

Division type: |3 Murnber of times: |1 Repeat factar [n]:

Las tres casillas indicadas como First, Second y Third se refieren a la primera
calibracion, a las inyecciones y a la segunda calibracion respectivamente. Para
Introducir el nimero de titulaciones se hace clic en Second y después en la
casilla Repeat factor (n) se introduce el numero de titulaciones que se
requieren, pero el niumero que se introduce debe ser n-1.

2. El siguiente paso es el de introducir los tiempos que se requieren para la
calibracion, linea base, titulacion, etc., y para lo cual se escoge la opcion
Section change condition del menu de la cual se despliega la siguiente

ventana:
~ Method: C:\Program Files\TM\Digitam'wesults\nano\Sibila\Metodos\Titration .__
- Enperiment divisian -
1=} Seclion changs condiion j Firsh  Pause | Main|*1 et |
£ S.lgna\ canditions —
e Sscond_puss | Bussis | i _pasivn |1 | Mot |
Electrical calibration Help |
- Gample handing || Thid  Pauss | Bassline | Main| Baseine |*1
Condition combination
Canditian Set walue 1 3
Time period, T1 mn [15 i | |
Time period, T2 mn 5 r I~ r
Signal stable ower. i |5— o v I
Signal greater than, wd [ - u u a
Signal less than, A l— ) ) I
Panel key o o I
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En este recuadro se introducen los tiempos necesarios para cada seccion ya
sean las calibraciones (First and Third) o la titulacion (Second), estos tiempos

son introducidos en la casilla Time period T1.

3. Luego del menu se escoge Electrical calibration para programar la
sensibilidad a la cual la titulacion se va a realizar y el cuadro que se

despliega es el siguiente:

< Method: C:\Program Files\TM\Digitam\iesults\nano\Sibila\Metodos\Titration ... [H[=] E3

Experiment division -
- Section change condition First Pause l Main 1 Previous I
i Signal conditions 6 —
_ :j:;:‘;jra;i;:: Second Pausel Baseline I Maml Baseline I”T &I
- {el Help |
S ample handing = [T Pause | Baseline | Main| Baseine |1
Parameter Yalue
Calitration: Type MDols
Pawer, e |3UU ad
Time, seC I
Side WAl e
Heater: Tupe v Peml ™ Ext

En este recuadro se programan las dos calibraciones que realiza el equipo en
la titulacion y esta solo se programan para First en Main y para Third en
Main, los valores de sensibilidad se introducen en la casilla Power, en ambas

calibraciones.

4. Por ultimo, se escoge del menu la opcion de Auxiliary system, después la
opcion Pump and flow switch y luego la opcion Define syringe del cual se

despliega el siguiente cuadro:

« Method: C:\Program Files\TM\Digitamiresults\nano\Sibila\Metodos\Titration .. [ [=]
- Electrical calbration -
- Gample handing First Pailse I k= [— |
= Auliary spstem %
Panel input data . =i
H J izl Pausel EEsefife | Maml Haseliie | il
£ Ainalog output
B Purnp and flow switch Help
L f— | = e i =

Syringe walume pl| 1000
Plunger speed. plfsec) |3.00
Slow doven range [0-99]

Dispense volume, ul| 600

En la casilla Syringe volume se introduce el volumen de la jeringa a utilizar y
en la casilla Dispense volume se introduce del volumen de la disolucion a
inyectar. Basicamente estos son los cambios que hay que modificar en la
creacion de un nuevo método. Y este método tiene que ser creado antes de

empezar a correr la titulacion.
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