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Introduccion

En la actualidad, uno de los mayores retos de la industria alimenticia es la
preservacion de frutas y legumbres; debido a que de manera natural se realizan
procesos de oxidacién que afectan su olor, sabor, color, textura, valor nutricional e
inocuidad. Dos de estos procesos son la autooxidacion de los lipidos y el
pardeamiento enzimatico catalizado por la polifenoloxidasa (PFO); los
antioxidantes y sulfitos son, respectivamente, las mejores alternativas para

prevenirlos.

Los antioxidantes mas comunes en la naturaleza son polifendlicos, y dentro de
estos, los de mayor actividad antioxidante son los flavonoides. El flavonoide

utilizado en el presente trabajo es la (x)-catequina.

Por otro lado, a pesar de que los sulfitos son potentes inhibidores de la PFO, su
uso en alimentos esta restringido por autoridades nacionales e internacionales
debido a su alta toxicidad; es por esto que se buscan alternativas para prevenir
este proceso. Una alternativa muy prometedora surgié en los afos noventa,
cuando se patenté el uso de ciclodextrinas (naturales y modificadas) para la

preservacion de jugos de frutas y vegetales.

Las ciclodextrinas (CD) son oligosacaridos ciclicos que al encapsular los sustratos
(formando un complejo de inclusion, anfitrion-huésped: [ciclodextrina-sustrato]),
impiden la formacion del complejo enzima-sustrato y por lo tanto previenen su

oxidacion.

Existen diversos anfitriones, sin embargo las ciclodextrinas son las mas

adecuados en este caso, debido a que:

¢ Modifican las propiedades del huésped, principalmente aumentan su solubilidad y
disminuyen su reactividad.

e Son productos seminaturales, provenientes de una fuente renovable y natural (el
almidon).

e Son producidas por toneladas con tecnologias amigables con el medio ambiente,
lo que ha abatido sus altos precios iniciales.
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Introduccion

¢ No existe toxicidad inherente a las CD por lo que son utilizadas hoy en dia como

aditivos en medicamentos, alimentos o cosméticos.

En alimentos, es comun observar complejos de inclusion con -CD debido a que
es totalmente metabolizada por la micro flora del colon ademas de que el pH en el

jugo gastrico es ideal para una rapida disociacion del complejo.

La catequina es un potente antioxidante, muy poco soluble en agua y es sustrato
de la PFO de la uva negra. En el presente trabajo se estudia la posibilidad de
encapsularla utilizado p-CD y caracterizar éste complejo mediante la técnica de
calorimetria de titulacion isotérmica (ITC). Ademas se pretende que este trabajo
sirva como preambulo para el uso de la catequina y del complejo con B-CD como
aditivo en alimentos para retardar la autooxidacion de los lipidos y el pardeamiento

enzimatico en jugos.

El presente trabajo consta de 5 capitulos:

En el primer capitulo se presenta una revisién bibliografica de generalidades del
proceso de oxidacion en alimentos, de los antioxidantes y las propiedades fisicas y

quimicas de la (t)-catequina.

En el capitulo Il se presenta una revision bibliografica acerca de las propiedades
fisicas y quimicas, la obtencion, toxicidad, aplicaciones y la estructura de las

ciclodextrinas; ademas de generalidades acerca de los complejos de inclusion.

En el capitulo Il se enlista el material, equipos y reactivos utilizados, ademas se
describen la técnica utilizada (ITC) y las partes mas importantes del calorimetro
utilizado (TAM).

En el capitulo IV se explican el fundamento termodinamico y el modelo utilizado

por el TAM utilizado en el calculo de los parametros termodinamicos.

En el capitulo V se presentan los resultados experimentales obtenidos y el analisis

de los mismos.

Finalmente se presentan las conclusiones y referencias al final de este escrito.
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Objetivos

Formar complejos estables antioxidante (A) — ciclodextrina (CD) con diversas
estequiometrias (CD,An).

Determinar los parametros termodinamicos (AH, AG, AS y K) de los complejos
antioxidante-ciclodextrina, mediante la técnica de calorimetria de titulacion
isotérmica.

Estudiar los efectos de la temperatura y el pH en la formacién de los complejos.

Hipotesis

Es posible caracterizar la formaciéon del complejo CD,An mediante calorimetria
de titulacion isotérmica.

Es posible determinar los parametros para la optimizacion de la formacion del
complejo CD-A.

La (x)-catequina puede formar complejos de inclusidbn y asi mejorar su

solubilidad y retrasar el proceso de oxidacion.
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Capitulo I. Antioxidantes

1.1 Oxidacion en alimentos

En alimentos, principalmente frutas y vegetales se llevan a cabo procesos de
oxidacion durante su almacenamiento, distribucion, procesamiento o preparacion

final.

Dos de estos procesos son el pardeamiento enzimatico y la autooxidacion de los
lipidos (figura 1.1.). Estos procesos estan asociados a la formacion o modificacion
de compuestos con olor que afectan su aroma, y de los hidroxiacidos que afectan
el sabor. Ademas se presentan procesos que provocan la modificacion del color,
debido a reacciones de Maillard (entre los compuestos reducidos de lipidos y
proteinas), y de la textura por reacciones de entrecruzamiento de proteinas.
Asimismo, el valor nutricional se ve modificado por el decremento de &acidos
grasos esenciales y la destruccion de vitaminas de grasas y la inocuidad de los
alimentos por la oxidacion del colesterol®.

RH
-H
Iniciacién | iniciadores (uv, luz,105 (oxigeno singulete), catalizadores
v metélicos, calor, metaloproteinas y la enzima lipoxigenasa)

R-
Propagacion v
ry. ROO:-
R- D

B Terminacion

Oxidacion de los
pigmentos, sabores

y vitaminas
ROOH (Hidroperdxidos)
Productos de Productos de polimerizacion Insolubilizacion de proteinas (cambios
degradacion  (oscuros, posiblemente toxicos) de funcionalidad y textura)

Figura 1. 1: Esquema general de la autooxidacion de los lipidos.
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Capitulo I. Antioxidantes

Existen diversas formas de prevenir los procesos de oxidacion, sin embargo el
presente trabajo se enfocara al estudio del uso de antioxidantes y el uso de
ciclodextrinas para encapsular sustratos fendlicos de la polifenoloxidasa que

cataliza el pardeamiento enzimatico.

1.1.1 Pardeamiento enzimatico

Las frutas y vegetales al ser cortados, pelados, exprimidos o maltratados,
desarrollan un color café, resultado de un proceso llamado “pardeamiento
enzimatico”. Este proceso debe su nombre a que las primeras reacciones que se

llevan a cabo, son catalizadas por la enzima polifenoloxidasa (PFO).

Los sustratos de la enzima son principalmente compuestos monofendlicos y
difendlicos que se encuentran en los tejidos vegetales. Los o-difenoles son
oxidados a o-quinonas en presencia de la PFO y de oxigeno atmosférico. Las o-
quinonas son electréfilos fuertes que pueden sufrir facilmente ataques
nucleofilicos del agua, polifenoles, aminoacidos, péptidos y proteinas; dando lugar
a productos de adicion tipo Michael' (1,4). Ademas son muy inestables y potentes
oxidantes que pueden sufrir reacciones de condensacion para producir polimeros
coloridos de estructuras complejas (en su mayoria desconocida), denominados de

forma genérica, melanoidinas.?

El pardeamiento enzimatico depende de la presencia de oxigeno, agentes
reductores, iones metalicos, el pH y la actividad de la enzima. Puede prevenirse
mediante la eliminacién de oxigeno (por medio de vacio o de atmédsfera inerte);
utilizando agentes reductores (capaces de reaccionar con las o-quinonas para dar
o-difenoles); por inhibicion directa de la enzima PFO; variando condiciones de pH
y temperatura; utilizando agentes quelantes que actuen sobre el grupo prostético
de la enzima (Cu®*), o bien usando agentes capaces de encapsular los sustratos

fendlicos.

Los sulfitos son potentes inhibidores de la PFO, sin embargo su uso esta

restringido en alimentos, debido a su alta toxicidad. Desde 1986 la FDA

' Adicion de un nucledfilo a un compuesto carbonilico a,B-insaturado.
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Capitulo I. Antioxidantes

(Administracion de Alimentos y Medicamentos), por sus siglas en inglés, prohibid
su uso en alimentos y desde 1998 el JECFA (Comité Mixto FAO/OMS de Expertos
en Aditivos Alimentarios) al cual pertenece México, establecié que la ingesta diaria
permitida no debia superar concentraciones mayores a 0.7mg/kg; desde entonces
se han buscado alternativas para prevenir el pardeamiento enzimatico. Una de las
cuales es el uso de ciclodextrinas (nativas y modificadas) para preservar jugos® de
manzana, durazno, pera y platano. Su uso en jugos de frutas y vegetales, se

patentd en 1990%.

1.1.2 Autooxidacién de los lipidos

En los alimentos los lipidos mas comunes son triglicéridos (en forma de aceites en
vegetales y grasas en animales) y los fosfolipidos (en membranas bioldgicas).
Ademas los acidos grasos poliinsaturados (acidos grasos libres, triglicéridos o
fosfolipidos) pueden descomponerse por la reaccién espontanea entre el oxigeno

atmosférico y los lipidos; conocida como autooxidacion.

La autooxidacion se lleva a cabo por reacciones en cadena via radicales libres, las
cuales son iniciadas cuando los lipidos son expuestos a la luz, al calor, a radiacion
ionizante, iones metalicos (hierro y cobre) o metaloproteinas (que fungen como
catalizadores) y por la accion de la enzima lipoxigenasa (presente en el maiz,

pepinos, avena, cebada, soya, chicharos y jitomates, principalmente), (figura 1.2).

Todo mecanismo por radicales libres involucra 3 pasos: Iniciacion, propagacion y
terminacién. La abstraccion de un atomo de hidrégeno, del lipido R, por especies
reactivas da lugar a la iniciacion de la reaccion. Otro tipo de iniciacién se da en
aceites, debido a que existen trazas de hidroperoxidos que pueden sufrir rupturas

homoliticas o reaccionar en presencia de iones metalicos como catalizadores.

Generalmente la abstraccion del atomo de hidrégeno se lleva a cabo donde el
enlace es mas débil (energia de disociacién pequefia); especialmente cuando el
carbono esta en posiciéon a a un doble enlace, y mucho mas cuando se encuentra

entre dos alquenos (figura 1.3).
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Iniciacion RH __lnicidor() \ R® | |H
Propagacion R® + 0, - ROO*

ROO® + RH — ROOH + R*
Terminacion ROO® + ROO® — ROOR + O,

ROO® + R®* - ROOR
R®* +R®* > RR
Iniciacion secundaria ROOH — RO® + *OH

2ROOH — RO® + ROO® + H,0
Iniciacion catalizada por metales:

MN* + ROOH —» RO® + ~OH + M("*1+

MO +D+ L RooH s ROO® + HT + MM+

Figura 1. 2: Mecanismo de la autooxidacion de los lipidos.

Lo anterior se debe a que el radical obtenido se estabiliza por resonancia, ya que
el solapamiento de un orbital pi con los orbitales p permiten que el electrén impar
esté deslocalizado sobre atomos de carbono. En el caso de tener un carbono a a
dos alquenos como aquél de la figura 1.3, el radical obtenido puede deslocalizarse
a través de 5 atomos de carbono. En este sistema, la reaccion con el oxigeno se

da preferentemente por adicién a los carbonos terminales C-1 o C-5.

H H
GNP W
1§ ((|33 g5

H
a

H H
¢ ¢

.\ H H , . H H , . ,
NSO T SR \C/c\.,\/\c/\xc\:/l? - \c/ \c/ \é/R

c c c c
H H H H H H H H

Figura 1. 3: Formacion y deslocalizacion de un radical libre.

La autooxidacion posee un periodo de induccion durante el cual los cambios en los
lipidos son tan pequefios que son casi imperceptibles, posteriormente la
deterioracion oxidativa es mucho mas rapida. Pequenas concentraciones de pro-

oxidantes como los iones metalicos acortan este tiempo; contrariamente, los
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Capitulo I. Antioxidantes

antioxidantes lo incrementan. En los alimentos, existen antioxidantes naturales (A),
sin embargo estos antioxidantes naturales se pierden facilmente y es necesario

adicionar mas, para retardar efectivamente el proceso de oxidacion.

1.2 Antioxidantes

Los antioxidantes son todas aquellas sustancias capaces de retrasar, retardar o
prevenir el desarrollo de la ranciedad o la deterioracién de sabores debido a la
oxidacién (deterioro oxidativo de los lipidos). Estos extienden la vida util de los
alimentos y reducen el desgaste y pérdidas nutricionales; sin embargo no pueden
mejorar la calidad de un alimento ya oxidado. Lo anterior se debe principalmente a
que los antioxidantes intervienen en el paso de propagacion, reaccionando con
radicales alcoxilo e hidroperoxilos dando lugar a radicales mas estables o

especies no radicalarias como se muestra en el esquema siguiente.

ROO® + AH — ROOH + A°®
RO® + AH - ROH + A®
ROO® + A®* - ROOA

RO® + A®* - ROA

ROO® + RH — ROOH + R*
Figura 1. 4: Mecanismo de accién del Antioxidante (A).

Los antioxidantes se dividen en primarios o0 secundarios dependiendo de la forma
en que interfieren en el proceso de oxidacién. Los primarios reaccionan con los
radicales libres (lipidicos) de alta energia para producir productos
termodinamicamente mas estables. Los secundarios actuan de diversas formas:
sea como agentes quelantes de catalizadores metalicos, como captadores de
oxigeno, ayudando a la conversion de hidroperoxidos a especies no radicalarias
(aminoacidos y proteinas), absorbiendo radiacién UV o desactivando el oxigeno
singulete”. Por ultimo, los antioxidantes sinérgicos, promueven la actividad de los

antioxidantes, pero no tienen actividad antioxidante propia.

" La oxidacion de los lipidos en presencia de oxigeno singulete es mucho mas rapida que en
presencia de oxigeno triplete.
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Capitulo . Antioxidantes

Antioxidantes
de los alimentos

Y

Antioxidantes —— Captan e Inactivan los Antioxidantes No actuan directamente sobre los
primarios radicales libres lipidicos secundarios o . o
. radicales lipidicos
sinérgicos
Galatos, Hidroquinona, - Captadores de Sulfitos, Acido ascérbico, Palmitato de
Fenoles | TTihidroxibutirofenona, oxigeno Ascorbilo, Acido eritorbico.
l Acido nordihidroguaiarético

(NDGA).

Polifosfatos, EDTA, écido tartarico,

Agentes Py - ] padnahis
= quelantes F Acido citrico, Cltri-it.OS, Acido fitico,
Lecitina.
s el amine
impedidos Series lonox ' W Acido tiodipropionico, Dilauril,
: = secundarios Diestearil esteres

Etoxiquina, Anoxémero,
Trolox C i

Antioxidantes Nitritos, Aminoacidos, Extractos de

diversos

Lgm|  Diversos ——

I

Caroteno, Extracto de té, Zinc, Selenio.

especias, Flavonoides, Vitamina A, pB-

Figura 1. 5: tipos de antioxidantes

Un antioxidante ideal es aquel que no imparte color, olor o sabor (incluso después
de periodos prolongados de almacenamiento y calentamiento), es efectivo a bajas
concentraciones, es de facil obtencion, esta disponible a bajo costo, es facil de
incorporar y su actividad antioxidante no esta limitada por el tipo de lipido. Ademas
en alimentos se espera que ni el antioxidante ni sus productos sean toxicos en
concentraciones mayores a las ingeridas normalmente y también que sean faciles

de detectar, de identificar y de medir.

Debido a que la mayoria de los antioxidantes naturales son componentes
comunes de los alimentos y han sido utilizados en la dieta de muchos miles de

afios, los humanos se han adaptado a su consumo®.

1.2.1 Antioxidantes polifendlicos (flavonoides)

Los antioxidantes mas comunes en la naturaleza poseen al menos un anillo
fendlico en su estructura. Los flavonoides son los antioxidantes fendlicos que

presentan una mayor actividad antioxidante.
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Capitulo I. Antioxidantes

Los flavonoides son una extensa clase de polifenoles de bajo peso molecular y se
encuentran en frutas y vegetales; principalmente en manzanas, cebollas, bayas,
tés, cerveza y vino. En general se encuentran unidos a azucares, acidos organicos
y otras moléculas, pero en el caso de la catequina es comun encontrarla en su
forma libre o de galato o polimero. Se les asocia actividad antiinflamatoria,
antialérgica y anticancerigena. Su actividad depende de la reactividad de sus
grupos hidroxilo, ademas pueden actuar como agentes reductores (terminadores
de radicales libres), captadores de oxigeno, pueden formar quelatos con metales y
reaccionar con los hidroperoxidos. A pesar de su gran actividad antioxidante, solo

algunos son aceptados para su uso en alimentos.

La estructura de los flavonoides se basa en dos anillos aromaticos Ay B y un
heterociclo de 6 miembros (pirano) C. Se dividen en flavonoles, flavonas,

isoflavonas y los flavan-3-oles en funcién de las sustituciones que presentan.

Los flavan-3-oles tienen grupos hidroxilo en las posiciones 3, 5 y 7 del esqueleto
de los flavonoides (figura 1.6). La catequina incluye también grupos hidroxilo en

las posiciones 3’y 4’.

Figura 1. 6: Estructura de un flava-3-ol

Las propiedades de los polifenoles, especialmente, como donadores de protones y
electrones son un factor para predecir su potencial como captadores de radicales
libres. Esta gran actividad se debe principalmente a la relativa estabilidad de los
radicales fenoxilo, debido a su deslocalizacion en el anillo como se muestra en las
estructuras resonantes; sin embargo el fenol por si mismo es inactivo como

antioxidante.
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i o° (0] (0] [e] ]
Figura 1. 7: Estructuras resonantes del radical fenoxilo.
La presencia de un segundo grupo hidroxilo en la posicién orto (catecol),
incrementa su actividad antioxidante principalmente por la estabilizacion del
intermediario.

OH

LJ
OH 0--------

i i %
RO ' ROOH 0"  ROOH

Figura 1. 8: Reaccion de hidroperdxidos con un antioxidantes catecoélico.

1.2.2 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante depende de varios factores como la composicion lipidica,
la concentracion del antioxidante, la temperatura, la presion del oxigeno y la

presencia de otros antioxidantes.

Estudios previos® han demostrado que la actividad antioxidante esta determinada

por:

1. Su reactividad como agente donador de electrones y protones (potencial de
reduccion).

2. La reactividad del radical derivado del antioxidante, (habilidad de estabilizar

y deslocalizar los electrones no apareados).
Su reactividad con otros antioxidantes.

Su capacidad de formar quelatos con metales de transicion.
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Idealmente todas estas propiedades deben ser medidas para determinar la
actividad antioxidante, sin embargo en la practica se han desarrollado técnicas
que combinan algunas de éstas propiedades para dar un valor estimado de su

actividad.

Los métodos mas utilizados se basan en la habilidad de captar un radical organico
como la ORAC (Capacidad de absorcion del radical oxigeno) y la TEAC

(capacidad antixioxidante equivalente de Trolox).

HO o
N
i AH\C[ >:N/ s ~° ;Qiojgk
N HO/ ﬁ

ABTS (acido 2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfonico)  Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil cromano-2-carboxil o)
Figura 1. 9: Estructura del ABTS y el Trolox

Rice-Evans y sus colaboradores’ desarrollaron la TEAC que permite clasificar a
los flavonoides en funcién de su actividad como captadores de radicales libres.
Este método se basa en la habilidad de un antioxidante de captar a pH=7.4 un
radical cation cromoforo del acido 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(ABTS™) en relacion de aquélla del acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilo (Trolox) que es un analogo soluble en agua de la vitamina E. La TEAC,
se define como la concentracion de Trolox con la misma capacidad antioxidante

que 1mM del antioxidante sujeto de estudio.

Otro método fue desarrollado por Jovanovic®, éste se basa en los potenciales de
reduccion a pH=7 (E7 del par A—0O* /A — OH evaluado in vitro).

Finalmente otra medida que se asocia con la actividad antioxidante de captacion

es el potencial de medio pico E,.". Esto se debe a que tanto la oxidacién

electroquimica A—-OH — H* + A—0°® + e~ como la reaccién de donacién de un

De acuerdo a la IUPAC, se define como el potencial del electrodo de trabajo para el que la
diferencia entre la corriente total y la corriente residual es igual a la mitad de la corriente de pico.
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atomo de hidrogeno A-OH — H® + A—-0O"involucran la ruptura de un mismo

enlace.

Los flavonoides con un bajo potencial de medio pico (Ep2<0.2mV) y una actividad
grande (TEAC=1.9mM), son buenos captadores. En el caso de la catequina, se
tienen los siguientes valores TEAC=2.4mM y E,;;»=0.16mV, lo que la convierte en
un buen antioxidante, ademas que debido a su potencial E;=0.57V, es capaz de

reducir radicales libres altamente oxidantes como son:

E,(HO",H" /HO) =2.31V
E,(RO",H* /ROH) =1.6V
E,(ROO",H* /ROOH) =1.00V

De acuerdo a Rice-Evans, la catequina debe su poder antioxidante a la presencia
de grupos hidroxilo en las posiciones 3’, 4°, 3, 5 y en menor importancia a aquellos
en 5y 7. Su actividad se veria incrementada si tuviera un grupo carbonilo en la

posicion 4 y un doble enlace entre 2 y 3.

1.3 Antioxidante utilizado: (x)-catequina
Existen antioxidantes que son extraidos principalmente del té y tienen una
estructura similar a la catequina que se conocen como catequinas. Son sensibles
a la oxidacion, la luz, el pH, son astringentes y amargas, ademas de ser muy poco
solubles en agua. Las catequinas son: Catequina, epicatequina (EC),
galocatequina (ECG), epigalocatequina (EGC) y galato de epigalocatequina
(EGCG).”
OH EC: R;=R,=H
ECG: Ri=H R,=G
OH EGC: R;=OH R,=H

EGCG: RIZOH R2:G

OH

HO (0] \\\\\\\

R4 o
:/II////OR
2

OH OH

Figura 1. 10: Principales catequinas.
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A pesar de que las analogas de la catequina presentan una mayor actividad, los
diasteroisomeros (+)-catequina (2R:3S) y su levorotatorio diasteroisémero (-)-
epicatequina (2R:3R) son los flavan-3-oles mas comunes en la naturaleza y su
costo es mucho menor. En el presente estudio se utilizara la (+)-catequina como

antioxidante.

1.3.1 Historia

La catequina fue descubierta en 1821 por el quimico analitico aleman, F.F Runge
(descubridor de la anilina) y fue aislada de un extracto de la planta india Acacia
Catechu. Actualmente se cree que Runge aisl6 una mezcla de (-)-epicatequina
con algunas trazas de (+)-catequina. Diez afnos después, Ness van Esebeck,
utilizé por primera vez el nombre de catequina. EI nombre del catecol deriva de la

catequina debido a que es uno de los productos de su pirolisis.

A finales del siglo XIX y principios del XX, la planta Gambir Catechu, fuente
principal de la catequina, se volvié comercial e investigadores como A.G. Perkin y
St. Von Kostanecki, realizaron varios estudios e hicieron varias contribuciones en

la elucidacién de su estructura.

A pesar de que Perkin distinguié una diferencia entre la catequina de la Acacia y
del Gambir, no pudo inferir en qué consistia. Esto se debe a que no presentaba
actividad optica en alcohol (disolvente comunmente utilizado), sin embargo la
rotacion especifica en acetona es +16°. Por su parte, Kostanecki determin6 su
estructura, pero anos después demostraron que era incorrecta. Sin embargo en
1920 Freudenberg, utilizé6 una de sus reacciones (figura 1.11) para determinar la
estructura de la catequina y descubrid6 que tenia el mismo esqueleto que un
flavonoide. En 1957, E. Hardegger y sus colaboradores demostraron la

configuracion de la (+) catequina y posteriormente la de la (-) epicatequina.

En los afos siguientes se realizaron estudios de su actividad antioxidante y de

posibles aplicaciones farmacéuticas.
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| 1)Na/CH;OH
—_—
2)Na,CHal

Figura 1. 11: Reaccion de Kostanecki para determinar la estructura de la catequina.
1.3.2 Obtencion

Los estereoisomeros de la catequina son extraidos de las plantas Uncaria gambir,
Camelia, Quercus y Casteanea, ademas de las uvas negras, el té verde y el vino

rojo. El producto mayoritario es la (+)-catequina.

La planta Acacia Gambir o simplemente Gambir, es la mejor fuente de la (+)-
catequina. El material es pulverizado y posteriormente es amasado en mezcla de
hielo-agua para disolver la mayor parte de los taninos; la catequina se encuentra
en estado cristalino en el crudo. El crudo se colecta, se seca y se recristaliza
repetidamente de agua caliente utilizando carbén activado para quitar el color.
Otra forma de obtenerla es pulverizar el bloque de Gambir y mezclarlo con arena,

extrayéndolo completamente con éter y recristalizando de agua.

A su vez, la planta Acacia Catechu, es la mejor fuente de la (-)-epicatequina. Si la
extraccion del duramen (parte interna del tronco de un arbol) se realiza con agua,
se obtiene una mezcla de estereoisomeros de catequina y de epicatequina. Sin
embargo, una extracciéon con acetona y recristalizacién de etilacetato de sodio da

lugar a la (-)-epicatequina.

Si la (+)-catequina es calentada en una solucién acuosa con carbonato de sodio,
aparecen en la solucidn catequinas estereoisoméricas y productos de
condensacion como los taninos. El producto principal es la (+)-epicatequina,
ademas de 2 racematos uno de los cuales es la mezcla equimolar de (+) y (-)-

epicatequina. Si la (-)-epicatequina es sometida a las mismas condiciones, se
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obtiene (-)-catequina y 2 racematos uno de los cuales es la (1) catequina y el otro

es la (x)-epicatequina.

La sintesis de las catequinas se realiza mediante la reduccion de sus respectivas
antocianinas o por el método de Weinges que consiste en reducir dihidroflavonoles

obtenidos mediante extraccion de fuentes naturales.

Ademas la (t)-catequina esta presente en una concentracién 0.18% (m/m) y la (-)-

epicatequina con una concentracién del 0.49%, en las hojas del té verde.

Finalmente, la presencia de catequina en coniferas se conocia desde 1953, pero
recientemente se descubri6 que el abeto blanco contiene cantidades
considerables para ser una fuente econdémicamente viable de obtencién de

catequina.

1.3.3 Propiedades fisicas y quimicas

La (x)-catequina es también conocida como: trans-3,3',4',5,7-pentahidroxiflavana;
cis-()-2-(3,4-dihidroxifenil)-3,4-dihidro-2H-1-benzopirano-3,5,7-triol y (z)-2r-(3,4-
dihidroxifenil)-cromano-3t,5,7-triol. Tiene formula molecular C15H1406.
MM=290.28g.mol”", punto de fusién de 200°C y solubilidad en agua de 89mg/100g.

OH

OH

Figura 1. 12: Estructura de la (£)-catequina.
La catequina y la epicatequina sufren epimerizacién in vitro en la posicion 2 en
soluciones acuosas calientes como se muestra: (+)-catequina<(+)-epicatequina y
(-)-epicatequinas<(-)-catequina. En presencia de acidos minerales o agua muy

caliente, las catequinas sufren autocondensaciones formando dimeros o polimeros

como la dicatequina.
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En condiciones alcalinas, la catequina sufre un rearreglo dando lugar a la

formacion del acido catequinico y a dimeros y polimeros coloridos.

OH

OH

Dicatequina Acido catequinico

Figura 1. 13: Estructura de la dicatequinay el 4cido catequinico.
La presencia de la polifenoloxidasa de la uva negra, en condiciones alcalinas y
aire, permite la formacion de dehidrocatequina A (compuesto amarillo) y de los
acidos 2’- y 6’-hidroxicatequinicos. Se ha reportado que a pH<4 se observa la
formacion de dimeros principalmente incoloros en una solucidn ligeramente
amarillenta, mientras que conforme se incrementa el pH, se observan compuestos

coloridos principalmente debido a la formacion de la dehidrocatequina A."°

Figura 1. 14: Estructura de la dehidrocatequina A.

En el estudio anterior'®, la oxidacion de la (+)-catequina, en presencia de la
polifenoloxidasa de la uva, fue monitoreada via HPLC en un intervalo de pH 3-7 y
s6lo a pH=3(5min) y en menor cantidad a pH=4, se detectd la presencia de la o-
quinona derivada de la (+)-catequina por lo que se concluydé que las o-quinonas
son especies muy reactivas que aumentan su reactividad conforme se aumenta el
pH.”
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Algunas de las moléculas mas utilizadas en el estudio de complejos de inclusion,
son las ciclodextrinas (CD). Esto se debe principalmente a su capacidad de
encapsular un numero considerable de pequefias moléculas hidrofébicas o
parcialmente hidrofébicas. Los complejos de inclusion son comunmente llamados
anfitrion-huésped (host-guest) refiriéndose como huésped (guest) a cualquier
molécula hidrofébica capaz de formar estos complejos con una ciclodextrina
(host).

Las CD presentan una cavidad interna hidrofébica y una superficie externa
hidrofilica, que es la base de sus principales aplicaciones industriales: como
acarreadores de farmacos, como aditivos en alimentos, en cosméticos, en
industria textil, en quimica analitica, entre otras. Estas aplicaciones se basan en el
hecho que los complejos pueden cambiar las propiedades quimicas del huésped,

por ejemplo su solubilidad o estabilidad.

2.1 Historia

Jozsef Szeijtli'? divide la historia del desarrollo de las ciclodextrinas en 3 periodos:
de descubrimiento, de estudios sistematicos y por ultimo el de produccion

industrial y de busqueda de aplicaciones.

2.1.1 Periodo de descubrimiento (de 1891 a la década de 1930)

La historia de las ciclodextrinas se remonta a 1891, cuando el cientifico francés A.
Villiers, aislo 3g de una sustancia cristalina, a partir de la digestion bacteriana de
1000g de almidon. Villiers determind que su férmula molecular era

(C¢H,,0;), #3H,0y la nombré celulosina debido a que al igual que la celulosa,

presentaba resistencia a la hidrdlisis acida y no mostraba propiedades reductoras.

Posteriormente, en 1903, el bidlogo austriaco, Schardinger report6 que
aproximadamente 25-30% del almidén podia convertirse en dextrinas cristalinas
que eran idénticas a la celulosina de Villiers. Nombrd estas dextrinas como la
a-dextrina y la B-dextrina; Siendo la a-dextrina el producto mayoritario en cada
experimento. Las diferencio e identificd a través de los colores que presentaban

sus complejos con yodo. El complejo a-dextrina-yodo es de color azul cuando esta

Pagina 21



Capitulo Il. Ciclodextrinas

hamedo y verde grisaceo cuando esta seco. Por su parte, el complejo B-dextrina

es café rojizo sea seco o humedo.

Schardinger continué sus estudios por ocho afios mas y descubrid que las
dextrinas podian ser obtenidas no s6lo a partir del almidén de las papas como lo
hizo Villiers en primer lugar, sino también, a partir de arroz y de trigo. Asocio la
formacion de las dextrinas al tipo de bacteria con la que se realizaba la digestion
del almiddn. Algunos autores' consideran 1911, afio en el que se publica el Gltimo

articulo de Schardinger, como la fundacién de la quimica de las ciclodextrinas.

En 1935, K. Freudenberg y R. Jacobi descubrieron la y-ciclodextrina. En afios

siguientes se aislaron nuevas ciclodextrinas de mayor tamario.

2.1.2 Periodo de estudios sistematicos o de exploracion (entre las décadas
de 1930 y 1970)

En 1938, Freudenberg y sus colaboradores mostraron que las ciclodextrinas son
unidades de glucopiranosa unidas por enlaces glucosidicos a-(1,4) en forma de
anillo con una cavidad interna. En 1954, el aleman F. Cramer, uno de los
colaboradores de Freudenberg, publica el libro “Einschlussverbindungen” donde
describe las principales caracteristicas estructurales y fisicoquimicas de las 3
ciclodextrinas nativas (a, B y y) incluyendo estructura quimica, tamano de la
cavidad, solubilidad, reactividad, habilidad de formacién de complejos y su efecto

en la estabilidad de los huéspedes.

2.1.3 Periodo de produccién industrial y de busqueda de aplicaciones (a
partir de la década de 1970)

Hasta antes de esta década, se creia que las ciclodextrinas no podrian tener
aplicaciones debido a su alto costo y a su aparente toxicidad. Sin embargo
después de estudios serios, se demostré que no existia toxicidad inherente a las

ciclodextrinas.

A partir de este momento los estudios, patentes y articulos relacionados con las
aplicaciones tuvieron su maximo auge, y fue en 1981 cuando se realiz6 el primer

simposio internacional de ciclodextrinas. En los afos posteriores se desarrollaron
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nuevos meétodos para sintetizar CD con lo que se abatieron sus costos de

produccion y aumentaron sus aplicaciones.

2.2 Obtencion

El tratamiento del almidéon con amilasa del Bacilus macerans da una mezcla de
aproximadamente 60% de a-CD, 20% de B-CD y 20% de y-CD junto con
pequefas cantidades de ciclodextrinas con mas de 8 unidades de glucopiranosa”.
Debido a que el proceso de purificacién de las CD nativas es muy complicado, se

desarrollaron nuevos métodos para la obtencién de las CD.

Las ciclodextrinas se obtienen por la licuefaccion del almidén a altas temperaturas
en presencia de a-amilasa y acidos como HCI(ac). Después se enfria a una
temperatura optima y se agrega la enzima ciclodextringlucosiltransferasa (CGT-
asa). Posteriormente puede ser sometida a dos diferentes tratamientos, en
ausencia o presencia de disolvente. En el primero, se realiza la separacion por
centrifugacion. En el segundo, se utiliza un agente para formar complejos (tolueno
para obtener un complejo con 3-CD, 1-decanol para la formacion del complejo con
a-CD y con ciclohexadecenol para la y-CD). Los complejos formados son
insolubles en la mezcla anterior y por lo tanto se separan por filtracion. El
disolvente puede ser eliminado por destilacion o extraccion. La solucion acuosa
obtenida al eliminar el disolvente, se trata con carbén activado y se filtra. Las

ciclodextrinas son obtenidas cristalizando y filtrando esta disolucion.

Las CGT-asas son producidas por un gran numero de microorganismos como el
Bacillus macerans, Klebsiella oxytoca, Bacillus circulans y Alkalophylic bacillus No
38-2. Ademas la ingenieria genética ha hecho posible la produccién de nuevas
CGT-asas mas activas y especificas que aquéllas obtenidas por los

microorganismos antes mencionados.
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Figura 2.1: Representacion esquematica de la obtencion de las CD nativas a partir
de almidén y CGT-asas naturales y comerciales.

2.3 Estructura quimica

Las ciclodextrinas son oligosacaridos ciclicos formados por unidades de D-

glucopiranosa unidas entre si por enlaces glucosidicos a-(1,4).

2.3.1 Ciclodextrinas nativas

Las 3 ciclodextrinas nativas o de primera generacion y las mas utilizadas son la a-
CD, B-CD y y-CD; las cuales estan constituidas de 6, 7 y 8 unidades de
glucopiranosa respectivamente formando un cono trunco. En la figura 2.2 se
esquematizan las ciclodextrinas nativas donde n= 6, 7 y 8 representan
respectivamente la a, B y y-CD.

OH

HO, (©)

OH OH OH

HO n-5

Figura 2.2: Diferentes representaciones de las ciclodextrinas.
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Sus principales propiedades se encuentran en la tabla 2.1 y sus estructuras en la

figura 2.3.

Tabla 2.1: Caracteristicas de las 3 ciclodextrinas principales.

Ciclodextrina a B Y

Unidades de glucopiranosa 6 7 8

Masa molecular (g.mol™") 972 1135 1297

Solubilidad en agua (g.100mL™") a 25°C 14.5 1.85 23.2

Diametro de la cavidad (A) 4753 | 6.0-6.5 | 7.5-8.3

Volumen aproximado de la cavidad (A®) 174 262 427
) 0.78nm 0.95nm

\
0 m/ \/\ &

0, 0,
“&\ 41« w‘% dé \\ i, "o
E T
E "
S, e ’/.

° H % HO

HO

1.53nm 1.69nm
Figura 2.3: Estructura y diametro externo e interno de la a) a-CD, b) B-CD y c) y-CD.

No se pueden formar CD de menos de 6 unidades de glucopiranosa debido al
impedimento estérico. Ademas, las ciclodextrinas de mas de 8 unidades de
glucopiranosa son poco utilizadas ya que a diferencia de las CD nativas, no
forman un cono regular, sino una estructura colapsada, como se muestra en la

figura 2.4, por lo que su cavidad real es mas pequefa que aquélla de la y-CD.

Figura 2.4: Cilindro colapsado, estructura de la 5-CD

De acuerdo a las estructuras, de las 3 ciclodextrinas nativas, obtenidas mediante

cristalografia’ de rayos X, se observa que los hidroxilos secundarios (C.-OH vy
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Cs-OH) se localizan en la parte mas ancha del cono, mientras que los OH
primarios (Cs-OH) se encuentran en la parte angosta. La cavidad interna esta
delimitada por los hidrégenos (Cs-H y Cs-H) y los oxigenos del enlace glucosidico
(Cs-0O) cuyos pares libres estan dirigidos hacia el interior de la cavidad.

Superficie Hidrofébica
a) 1o b F
<6)\

0(5)

|/C'(5 AN

c)

|\<3> s

(4)oH c (3) — C(2) ™

H (2)OH

Superficie Hidrofilica

Figura 2.5: a) Glucopiranosa b) Representacion esquematica de la localizaciéon de
los hidrégenos e hidroxilos de las ciclodextrinas.

Los hidroxilos secundarios C,-OH pueden formar puentes de hidrégeno con los
Cs-OH de la glucopiranosa vecina. La B-CD tiene una simetria perfecta y forma
una estructura rigida a lo que se le atribuye su baja solubilidad en agua. Sin
embargo, una glucopiranosa de la a-CD se encuentra ligeramente distorsionada
por lo que soélo 4 de los 6 posibles puentes de hidrogeno, pueden formarse. Por
ultimo, la y-CD es una estructura no-coplanar y mas flexible por lo que es la mas
soluble de las tres. La solubilidad de las CD depende de la temperatura, como lo
muestran las siguientes expresiones'® para la concentracién (mg.mL™") en funcién

de la temperatura (K).

Ca_CD = (1]_2 71 + 0.45 )e—(3530 +31)[(2/T)-(2/298 .1)] (2.1)

_ - +31)[(1/ 1298 .
CB_CD _ (18 3236 + 0.099 )e (14137 +31)[(1/T }-(1/298 .1)] 2.2)

_ — (3187 +320 )[(1/T )-(1/298 .1)]
= (219 .4+9.8)e (2.3)

Estudios espectroscépicos'’ sugirieron que la conformacion de las ciclodextrinas

en solucion era casi idéntica a aquélla en estado cristalino.

2.3.2 Ciclodextrinas modificadas
Aparte de las ciclodextrinas naturales antes mencionadas, existen CD sintéticas,

derivadas de las CD nativas; dependiendo de las caracteristicas del sustituyente,
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el volumen de la cavidad hidrofébica puede verse modificado y por consiguiente,
su solubilidad y estabilidad contra la luz o el oxigeno pueden variar, ademas de

que puede ayudar a controlar la reactividad de la molécula huésped.

Las ciclodextrinas poseen 18 (a-CD), 21 (B-CD) 6 24 (y-CD) hidroxilos que son
susceptibles a modificarse quimicamente y por lo tanto existe una infinidad de
derivados con diferentes sustituciones. Las principales CD modificadas, que son
producidas industrialmente, son: las metiladas (RAMEB), hidroxialquiladas
(hidroxipropil-B-CD e hidroxipropil-y-CD), acetiladas (acetil-y-CD) y otras como la
clorotiazinil-B-CD, glucosil-B-CD y maltosil-B-CD. Ademas otras CD que son

producidas en menor cantidad son la sulfobutil-3-CD y las CD sulfatadas.

2.3.2.1 Grados de sustitucion.

Se pueden sustituir los hidroxilos C,-OH, C3-OH y Cs-OH por otros grupos y asi
formar las CD modificadas, sin embargo los hidroxilos primarios son mas reactivos
que los secundarios por lo que se favorece la sustitucion en Cs-OH. Pero debido a
que la diferencia de reactividad no es muy grande, es dificil obtener un solo

derivado de las CD padre.

El numero de grupos funcionales sustituidos esta dado por un valor conocido
como MS o sustitucion molecular, por sus siglas en inglés. Este valor es un
promedio del numero de grupos hidroxilo sustituidos en una glucopiranosa y se
obtiene mediante el cociente del numero total de sustituyentes de una CD entre el

numero de unidades de glucopiranosa.

Tabla 2.2: Valores de MS minimos y maximos para las hidroxipropil-CD derivadas

de las tres CD nativas.

Ciclodextrina | Valor minimo de MS | Valor maximo de MS
HP-a-CD 1/6 = 0.167 18/6 = 3
HP-3-CD 1/7 =0.143 21/7=3
HP-Y-CD 1/8 =0.125 24/8 =3
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Figura 2.6: Estructura de la 2-hidroxipropil-3-CD
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2.4 Complejos de inclusion.

El acomodo detallado en la seccion 2.3.1 da como resultado una superficie
hidrofilica por fuera y una cavidad' no polar al interior, lo que es descrito como un
entorno micro heterogéneo'®. Lo anterior le provee a la CD una matriz hidrofébica
capaz de alojar moléculas pequefias e hidrofébicas formando complejos de

inclusion anfitrion-huésped.

Existen diversos factores que determinan la afinidad del huésped por cierta CD,
como son la polaridad, el tamafo, la geometria y la habilidad de formar puentes de
hidrégeno™®.
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Figura 2.7: Representacion esquematica de la formacion de un complejo de
inclusién entre una pequeina molécula y una CD en solucién acuosa. (Cada circulo
representa una molécula de agua)

"La presencia de grupos OH en la CD permite alojar algunas moléculas de agua en su cavidad.
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En general, se ve favorecida la formaciéon de complejos 1:1, sin embargo se han

observado estequiometrias diversas.

A pesar de que no existe ruptura ni formacién de enlaces covalentes durante la
formacion del complejo, la fuerza motriz de la reaccién radica en el cambio de
entalpia. Lo anterior se debe principalmente a que moléculas de agua, al interior
de la cavidad, son desplazadas por moléculas hidrofébicas presentes en la
disolucion, las cuales forman interacciones débiles del tipo no polar- no polar
disminuyendo asi el impedimento estérico y por lo tanto dando lugar a un estado
de energia mas estable. Incluso se ha afirmado’® que las especies que forman el
complejo de inclusién, pueden alcanzar una estabilidad del orden de enlaces
covalentes, debido a su acomodo espacial y la suma de todas las interacciones

producidas.

2.5 Toxicidad

Como se ha mencionado al principio de este capitulo, diversos estudios han
demostrado que no existe toxicidad inherente a las Ciclodextrinas. Incluso todas
las CD nativas estan dentro de la lista del GRAS (Generalmente Reconocido como
Seguro) de la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos). Ademas de
acuerdo al Comité Mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA),

la ingesta diaria admisible de B-CD en alimentos es de 5mg/kg.®

En general, las ciclodextrinas naturales y sus derivados hidrofilicos, no pueden
permear las membranas bioldgicas lipofilicas (como la cérnea).Todos los estudios
de toxicidad han demostrado que la ingesta oral de las CD no es dafina debido a
que el tracto intestinal no las absorbe. Sin embargo la a-CD, B-CD y las 3-CD
metiladas no son recomendadas para una administraciéon parental (inyeccion o
infusion); contrariamente a y-CD, 2-hidroxipropil-B-CD, sulfobutiléter 3-CD, B-CD
sulfatada y maltosil-B-CD.

En alimentos, las ciclodextrinas modificadas son utilizadas como ingredientes
debido a que practicamente no son absorbidos en el tracto gastrointestinal alto (1-

2% para la B-CD) y son completamente metabolizados por la micro flora del colon.
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Ademas es comun observar complejos de inclusion con B y y-CD debido a que el
pH en el jugo gastrico es idéneo para una rapida disociacion del complejo. La
principal desventaja del uso de la B-CD es que forma complejos con el colesterol.
En cambio, los complejos con a-CD son escasos debido a su pequeiio radio en la
cavidad interna y porque la CD no es metabolizada por la amilasa pancreatica y la

flora intestinal®.

2.6 Principales aplicaciones.

La principal aplicacion de las CD es como anfitrién en la formacion de complejos

de inclusion debido a la modificacién de las propiedades del huésped que aloja

dentro de su cavidad interna. Los cambios mas notables son:

e La estabilizacion de sustancias sensibles a la luz, el calor o el oxigeno (como
los componentes lipofilicos de los alimentos).

e La modificacion de la reactividad quimica del huésped (fragancias, sabores,
vitaminas, aceites esenciales).

¢ Lafijacion de sustancias muy volatiles.

e El aumento en la solubilidad del huésped (vitaminas).

e La modificacién de sustancias liquidas a polvos.

e La proteccién contra la degradacién del huésped por microorganismos.

e El enmascaramiento de malos olores o sabores.

e El enmascaramiento de pigmentos o del color del huésped.

e La actividad catalitica de las CD con el huésped.

e La liberacion controlada de farmacos o de constituyentes de alimentos.

En la industria farmacéutica las CD se utilizan como agentes complejantes,
acarreadores de farmacos o aditivos mejorando las propiedades del farmaco,

principalmente su solubilidad y su biodisponibilidad.

En cosméticos y articulos de tocador son usadas para la estabilizacion de
sabores, fragancias, eliminacién de componentes indeseables, liberacion selectiva

de fragancias y la conversioén de ingredientes liquidos a polvo.
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En la industria quimica se usan como catalizadores para mejorar la selectividad de
las reacciones, para separacion de enantiomeros y purificacion de algunos

compuestos a escala industrial.

También son utilizadas en procesos ambientales, debido a que aumenta la

solubilidad de contaminantes organicos y metales pesados del agua y el suelo.

Finalmente, en alimentos se utilizan principalmente para la encapsulacion o
liberacion selectiva de grasas, colorantes y saborizantes. Lo anterior permite
conservar sus propiedades organolépticas inclusive si son sometidos a procesos
rigurosos como congelaciéon, descongelaciéon y horneado. Ademas que ayuda a
remover o enmascarar componentes indeseables (como el colesterol de productos
animales como huevos y productos lacteos y los compuestos fendlicos causantes
del oscurecimiento en los alimentos). Por ultimo, otra aplicacion es la formacién de
complejos con agentes edulcorantes como el aspartame, lo cual estabiliza y

mejora el sabor.
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En el siguiente capitulo se enlista el material, reactivos y equipo utilizados y se

explica el procedimiento experimental.

3.1 Material y equipo.

% Agitadores magnéticos

+» Espatula cromo niquel

+« Jeringa de plastico de 20mL

« Jeringas de vidrio con canula de 1mL

< Jeringas de vidrio de 2.5y 5mL

« Matraces esmerilados de 50, 125 y 250mL

< Papel pH

% Piseta

% Balanza analitica OHAUS Modelo AP250D precisidn de 10™g

% Desionizador de agua Nanopure Infinity Modelo D8961

+ Destilador de agua Barnstead Mega-Pure® system MP-1

% Monitor de Actividad Térmica (TAM) Thermometric, Suecia, Modelo 2277
% Parrilla de agitacion magnética Thermolyne Type 1000 Stir Plate
% pH-metro Thermo Orion Ag/AgCl Modelo 91-72BN

«» Sonicador Cole-Parmer Modelo 8892

3.2 Reactivos

+ Agua destilada, desionizada y desgasificada

% Acido acético glacial (J.T. Baker, CHsCOOH; Pureza = 99.8%; MM 60.05g.mol;
CAS. 64-19-7, En catalogo 9507-05)

¢+ Acetato de Sodio trihidratado (J.T. Baker, CH3COONae3H,0; Pureza = 99.5%;
MM 136.08g.mol™"; CAS. 6131-90-4, En catalogo 3460-01)

% Cloruro de Potasio (J.T. Baker, KCI; Pureza = 99.8%; MM 74.55g.mol";
CAS.7447-40-7, En catalogo 3040-01)

% (+)-Catequina (Sigma; CisH140s; MM 290.28g.mol”; CAS. 7295-85-4; En
catalogo C1788-5G)

< HP-B-CDe2.6H,0, MS 1.0 (Aldrich; Pureza = 98%; MM 1540 g mol™;
CAS. 94035-02-6; lote. AU04207TS)
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1\

% HP-B-CDe4.5H,0, MS 0.8 (Aldrich; Pureza 98%; MM 1460g.mol™;
CAS. 128446-35-5, lote. 049221)

s HP-B-CDe4.5H,0, MS 0.6 (Aldrich; Pureza = 98%; MM 138Og.mol'1;
CAS. 128446-35-5, lote. 05002EJ)

% a-CDe5.8H,0 (Aldrich; CssHg003005.8H20; Pureza = 98%; MM 972.86g.mol™;
CAS.10016-20-3, lote.KO15620CO)

% B-CDe8.6H,O (Aldrich; C4oH7003508.6H,0; Pureza = 98%; MM 1135.01g.mol™;
CAS.68168-23-0, lote. LU01326JU)

% y-CDe7.7H,0 (Cerestar; C4gHg004007.7H,0; Pureza= 98%; MM 1297.15g.mol™”;

CAS. 17465-86-0, Lote F8045-6)

El agua, contenida en la cavidad de las ciclodextrinas utilizadas en este trabajo, se
determind por el método de Karl Fisher en el laboratorio de Control Analitico de la
Facultad de Quimica de la UNAM.

3.3 Calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)

La calorimetria es el estudio de la transferencia de calor durante procesos
quimicos o fisicos?>. Esta técnica es muy utilizada principalmente porque
practicamente cualquier reaccion libera o absorbe calor?’. Ademas, un calorimetro
es un dispositivo para medir la energia transferida en forma de calor. Sin embargo,
en algunas ocasiones los cambios calorificos, que ocurren en las reacciones, son
tan pequenos que se requiere emplear calorimetros mas sensibles; a estos
instrumentos se les denomina como microcalorimetros®® cuyo apelativo es

independiente de las dimensiones del equipo.

La microcalorimetria de titulacion isotérmica es una técnica analitica utilizada para
medir directamente el calor liberado o absorbido en las reacciones quimicas o en
los cambios fisicos. En esta técnica, uno de los reactivos en solucion (titulante) es
afiadido, poco a poco o de forma continua, a una solucion (analito) y se mide, a
presion constante, la variacion de temperatura asociada. Como el flujo de calor,
producto de cada titulacion es medido a presién constante, su cambio de entalpia

es obtenido directamente.
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Mediante esta técnica se puede obtener la estequiometria (n), la constante de
equilibrio (K) y el AH% del complejo formado. Estos a su vez, nos permiten calcular
el cambio de entropia y de energia libre de Gibbs (mediante las ecuaciones 4.11 y

4.12) que nos permiten caracterizar los complejos formados.

3.4 Descripcién del equipo (TAM)?®

Para la técnica ITC, se utiliza un monitor de actividad térmica o TAM, por sus
siglas en inglés. Este equipo permite monitorear reacciones endotérmicas y

exotérmicas y es capaz de detectar diferencias de temperatura de hasta 10*°C.

El TAM posee un baifo de agua de 25L que actua como termostato, manteniendo
la temperatura constante en un intervalo de +2x10™ °C. En el interior del bafio,
estan colocadas cuatro unidades calorimétricas independientes que permiten

monitorear hasta 4 experimentos al mismo tiempo.

Asimismo, el termostato puede trabajar en un intervalo de temperatura de 5 a

80°C, lo que permite monitorear reacciones en este mismo intervalo de
temperatura.
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Figura 3.1: Representacion esquematica del TAM
El microcalorimetro utiliza la configuracion diferencial mejor conocida como
principio de celdas gemelas que consiste en un sistema de dos celdas: una de

muestra y otra de referencia. Este arreglo permite cancelar las perturbaciones
térmicas de los alrededores.
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Idealmente, el calor liberado es cuantitativamente transferido de la celda o
recipiente de reaccidn a un disipador de calor para establecer un equilibrio térmico
con sus alrededores. El flujo de calor es registrado colocando una termopila entre

la celda y el disipador de calor. En el TAM las termopilas son elementos Peltier.

Los elementos Peltier actian como generadores termoeléctricos y se componen
de semiconductores unidos en serie, ensamblados en forma de emparedado.
Estos detectores son altamente sensibles y pueden responder a diferencias de
temperaturas de menos de 10° °C. Los elementos Peltier convierten la energia
térmica en una sefal de voltaje proporcional al flujo de calor mediante el efecto

Seebeck?.

Un par de elementos Peltier se colocan en extremos opuestos de cada celda y
para medir la diferencia en el flujo de calor entre las dos celdas, los dos pares se

montan en serie pero en forma opuesta como se muestra en la figura 3.2.

o,

— OO,

Figura 3.2: Principio de celdas gemelas

Las principales partes del TAM se observan en la figura 3.1 y son:

¢ Voltimetro digital (VD): Esta incorporado en el tablero y monitorea continuamente
el avance del experimento y la temperatura e indicadores de eficiencia del bafio
térmico. Un interruptor multi-posicién en conjuncion con el VD, permite acceder a

cualquiera de éstos parametros, sin necesidad de interrumpir la medicién.
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e Cubierta con bisagras: En ella se encuentra el panel de control que tiene cuatro
interruptores (uno para cada canal’, y permite seleccionar, entre 7 posiciones, la
sensibilidad de trabajo en un intervalo de 3 a 300pW), dos potencidmetros que
permiten el ajuste a cero y una unidad de calibracién donde se conecta la

computadora que registra los resultados del experimento.

eAmpula removible: ésta posee 3 principales partes: en la parte superior se
encuentra un motor que impulsa el agitador (dentro de la celda) y asegura una
agitacion constante en un intervalo de 80 a 100 revoluciones por minuto; en la
parte inferior se encuentra la celda y por ultimo, posee un canal por donde se

introduce una canula que permite la inyeccién del titulante a la celda.

¢ Cilindros de Mediciones: se encuentra ubicados dentro del termostato de agua y
se mantienen a temperatura constante. Las celdas son introducidas en el interior
del cilindro de medicion y son alojadas en el vaso o taza de mediciones que se
encuentra entre un par de elementos Peltier que a su vez estan en contacto con

disipadores metalicos de calor.

Ampula
removible

Tsidle Elementos

Peltier

Disipador
de calor

Figura 3.3: cilindro de medicidn

' Un canal de medicion comprende el cilindro de medicion y su amplificador de sefal individual
presente en la cubierta con bisagras.
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3.5 Arreglo experimental

Todas las disoluciones (CD y A) fueron preparadas con un buffer de acetatos o
disolucién de KCI (1M). El buffer, a su vez fue preparado a partir de disoluciones
de acido acético y acetato de sodio 0.1M en agua destilada, desionizada y

desgasificada.

Como ya se ha mencionado, el calorimetro utiliza la configuracion diferencial que
consiste en un sistema de dos celdas, una de reaccién y otra de referencia como

se esquematiza en la figura 3.4.

En la celda de reaccién se deposita la disolucion del antioxidante ((x)-catequina),
en la celda de referencia el blanco (buffer de acetatos o KCI (1M)) y en las jeringas
la disolucion de ciclodextrina. Con este acomodo se resta automaticamente el
calor de dilucién de la ciclodextrina (ecuacion (4.3) en el siguiente capitulo). El

calor de dilucion del antioxidante se determina en un segundo experimento.

celda de referencia
Ve
A

Blanco|

celda de muestra

Figura 3.4: Esquema de las celdas de referenciay de muestra utilizadas

Las titulaciones se realizan, inyectando simultaneamente, las disoluciones (CD) a
ambas celdas, a través de jeringas con canulas muy delgadas. La inyeccién esta
controlada por medio de una computadora y se puede establecer el volumen, la

velocidad y el numero de titulaciones en cada experimento.

El progreso de la reaccion es monitoreado en la computadora y los resultados son
almacenados en forma de grafica de potencia contra tiempo (potenciograma)

como la mostrada en la figura 3.5, donde la primera sefial y la ultima corresponden
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a calibraciones hechas por el calorimetro y las sefiales entre ellas estan

relacionadas al proceso de formacion del complejo CD-A.

P, i

300

JLULUM“M\JHH“H“ k

20 Tiempo, horas

Figura 3.5: Potenciograma obtenido mediante la técnica ITC

En esta gréfica, cada pico o sefal corresponde a cada titulacion y su area bajo la
curva (tomando como referencia la linea base) corresponde al calor involucrado en
el proceso de formacion del complejo de inclusion. La sefial que se observa es la
diferencia entre el proceso llevado a cabo en la celda de muestra (titulacion de una
disolucién de (x)-catequina con una disolucién de ciclodextrina) y aquél en la celda
de referencia (titulacion del blanco con ciclodextrina). Se observa que las sefales
son cada vez mas pequefnas hasta llegar a ser casi cero lo que nos indica que se

ha alcanzado el equilibrio.

Debido a que las calibraciones simulan un proceso exotérmico (liberacién de calor
(AH<O0)) el sentido de estas sefales indica el sentido de un proceso exotérmico.
Es decir que si las senales experimentales tienen el mismo sentido que el de la

calibracion como en el caso de la figura 3.5, el proceso es exotérmico.

Q=f'P(t).dt

P(t)

t

Figura 3.6: Determinacion del calor de adicion
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Posteriormente a partir del programa del TAM y proporcionandole las condiciones
experimentales de concentracién (CD y A) y las areas calculadas, se obtiene un
entalpograma como el de la figura 3.7 al que se la ajusta el modelo descrito en el
siguiente capitulo.

AH kJ/mol
40 f

N
(@]

dQ/dAmount

|
N
(@]

0 1 2 (M]/ L]

Figura 3.7: Entalpograma
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Como se menciond en el capitulo anterior, la formacién de complejos de inclusién
no involucra la formacion o ruptura de enlaces covalentes; consiste esencialmente
en una sustitucion de moléculas de agua (presentes al interior de la CD), por
moléculas menos polares. En este proceso, la entalpia y entropia tienen un papel

fundamental y sus cambios son resultado de varias contribuciones:®

e La insercién de la parte hidrofébica de la molécula huésped en la cavidad
interna de la CD.

e La liberacion de las moléculas de agua de la cavidad de la CD hacia el bulto.

e La deshidratacion de la molécula huésped.

e Los tres puntos anteriores, dan lugar a la sustitucion de interacciones poco
favorecidas, polar-no polar (entre las moléculas de agua y la cavidad de la CD
y entre las moléculas de agua y el huésped) por interacciones mas favorecidas
del tipo polar-polar (entre las moléculas de agua del bulto de la solucioén y las
liberadas de la cavidad de la CD) y no polar-no polar (entre las moléculas del
huésped y la cavidad de la CD).

e La formacion de puentes de hidrégeno entre los grupos hidroxilo aromaticos
del huésped y aquellos en la periferia de la CD.

e Las interacciones de Van der Waals.

e Los cambios conformacionales de la CD vy la liberacion de tension del anillo

durante la formacién del complejo.

Por lo anterior, conocer los parametros termodinamicos AH°, AG® y AS° es

fundamental para comprender el proceso de formacion del complejo de inclusion.

En el presente capitulo, se presentan las ecuaciones utilizadas para el calculo de

la constante de equilibrio, estequiometria, AH°, AG° y AS°®.

4.1 Modelo termodinamico empleado TAM.

El equilibrio de formacion del complejo CD-A considerando una estequiometria
1:1, es:
CD+A<CD-A (4.2)
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y su constante asociada es:

_[CD-A]

= 4.2
KCD—A [CD][A] ( )

Donde:
[CD-A]: concentracion del complejo antioxidante-ciclodextrina formado.
[CD]: concentracion de la ciclodextrina libre.

[A]: concentracion del antioxidante libre.

En el experimento antes descrito, el calor total de la reaccién esta asociado a la
suma del calor de dilucién de la ciclodextrina, el correspondiente al antioxidante y

el calor de formacion del complejo formado.

AH o = AH 4 AH, ™ 4 AH (4.3)
En el disefio experimental utilizado, el equipo resta automaticamente el calor de
dilucion de la ciclodextrina al calor total, sin embargo el calor de dilucién del
antioxidante debe ser determinado mediante un experimento idéntico, excluyendo
la disolucién de CD. Para todos los experimentos de este trabajo, este valor

0 Dilucién

(AH, ) €s cero.

Cuando se agrega una alicuota de la solucidon de CD, el balance de energia esta

definido por la ecuacion: Q = AH? = [cD - A]AH o (4.4)
' [cD), ™

Donde AHq representa el calor asociado a la adicion de la alicuota.

De la ecuacion (4.2) se puede despejar el valor de [CD-A] obteniendo:

[CD-A]= KA [CDI[A] (4.5)

Haciendo un balance de materia de la ciclodextrina y del antioxidante, sus

concentraciones iniciales estan expresadas mediante:
[cD], =[cD]+[CcD-A] (4.6)

[A], =[A]+[CD-A] 4.7)
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Sustituyendo (4.5) en (4.6) se obtiene:
[cD}, = [cD]+ Keq D] [A] @8

Sustituyendo (4.5) y (4.8) en (4.4), su inverso queda expresado mediante la
siguiente ecuacion:
1 1 1

- 4.9
AHlo AH 0Total " AH 0Total [A] KCD—A ( )
Sustituyendo (4.4) en (4.7), se obtiene:
AH°
[A]=[AL - o -[CD (4.10)

Total

Tanto la ecuacion (4.9) como la (4.10), son utilizadas por el software del TAM y
son ajustadas a los datos experimentales del potenciograma para determinar los
valores de la constante de formacion del complejo y el AH .y, a través del método

de minimos cuadrados.

4.2Calculo del cambio de Entropiay de Energia Libre de Gibbs.

El calculo de entropia y energia libre de Gibbs se realiza mediante las ecuaciones:

AGe, o, =—-RTIn Keg (4.11)

AGt;D—A = AHCDD—A _TASéD—A (4.12)

Donde:

T es la temperatura en K

R la constante universal de los gases 8.31447J.K™.mol™
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Capitulo V. Resultados y Analisis de resultados

Los resultados que se presentan a continuacion, se dividen en 3 partes. En la
primera, se describen los resultados (a fuerza idnica constante) de la titulacién del
antioxidante estudiado ((+)-catequina) con las 3 CD nativas y las derivadas
hidroxipropiladas de la B-CD. En la segunda parte, se estudia el efecto del pH en
la formacioén del complejo A-B-CD (Antioxidante-B-Ciclodextrina) y finalmente en la
tercer parte se estudia el efecto de la temperatura en la formacion del complejo A-
B-CD.

El calor de dilucion del antioxidante se determind para cada uno de los
experimentos que se presentan a continuacion, en todos los casos su valor es

cero, por lo que no se muestran los potenciogramas correspondientes.

En todos los experimentos aqui descritos, se hizo variar “n” (promedio de
moléculas de antioxidante que puede entran en la cavidad de la ciclodextrina) para

tener un mejor ajuste.

5.1 Resultados a fuerza idnica constante

Al iniciar este trabajo, se pretendia comparar los valores de la constante de
formacion del complejo A-CD, obtenidos mediante dos técnicas. La primera
técnica es la ITC y se explica en la seccion 3.3 de este escrito. La segunda es la
voltamperometria ciclica, que es utilizada por el grupo de trabajo de la Dra. Norma
Angélica Macias Rubalcava; esta técnica requiere utilizar un electrolito soporte
(KCI). Para asegurar que la determinacion de las constantes se realizara bajo las
mismas condiciones, también en este trabajo, se utilizé una disolucion de KCI 1M.

Sin embargo la determinacion por voltamperometria ciclica no se llevé a cabo.

5.1.1 Pruebas con las CD nativas

Primeramente se tituld el antioxidante con cada una de las tres CD nativas, a
298.15K. En todos los casos se utilizdé una concentracion inicial de CD 12mM y de
(x)-catequina 2mM; y se hizo variar la sensibilidad del equipo, desde 300uW hasta
30uW. En éste conjunto de experimentos soOlo se detectdé la formacion del
complejo con la B-CD nativa. A continuacién se muestran los potenciogramas
obtenidos (en la misma escala). Posteriormente se presenta el entalpograma

asociado a la formacién del complejo A-B-CD.
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Potenciograma 1: Titulacién de (*)-catequina con a-CD en KCI (1M)
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Potenciograma 2: Titulacién de (*)-catequina con y-CD en KCI (1M)

Pagina 47



Capitulo V. Resultados y Analisis de resultados

P, uw
300 |

200

100

;?
:
|

AAAAA \

10 20 Tiempo,hofas

Potenciograma 3: Titulaciéon de (*)-catequina con B-CD en KCI (1M)
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Potenciograma 4: Titulacion de (t)-catequina con KCI (1M)
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Mediante ITC, no se observo la formacién de ningun complejo de inclusién con a-
CD y y-CD. Esto puede deberse principalmente a que el tamafio de su cavidad
interna no es el adecuado para alojar en su interior al antioxidante. Por el
contrario, el proceso de formacion del complejo con B-CD es espontaneo (AG°<0)
y exotérmico (AH<O0).

kJd/mol CalculatedCurrentkgnored

40
X

dQ/dAmount
N
(@)

0 aNana s S S VEVINEVINEVIVRY,

0.0 0.6 1.2 1.8 2_§L1/[M]
Entalpograma 1: Titulacion de (*)-catequina con 3-CD en KCI (1M)

5.1.2 Resultados obtenidos con B-CD hidroxipropiladas

A continuacidén se enuncian los resultados obtenidos mediante el arreglo
experimental descrito en 3.5. Se utilizaron CD modificadas (hidroxipropil-3-CD)
con sustitucién molecular (MS') diferente.

El experimento a MS=0.8 no se pudo concluir por problemas con la electricidad y
se repitidé al dia siguiente con las mismas disoluciones y posteriormente con

disoluciones frescas.

"EIMS es un promedio del numero de grupos hidroxilo sustituidos en una glucopiranosa
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Potenciograma 5: Titulacién de (*)-catequina con HP-B-CD MS=1 en KCI (1M)
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Potenciograma 6: Titulacion de (*)-catequina con HP-3-CD MS=0.8 en KCI (1M)
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Potenciograma 7: Titulacién de (*)-catequina con HP-B-CD MS=0.8 en KCI (1M)

P,uw
300 |

200 j

100 |

. lUMMLWM - i

10 20 Tiempo,hofas

Potenciograma 8: Titulacion de (*)-catequina con HP-3-CD MS=0.6 en KCI (1M)
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Entalpograma 2: Titulacion de (*)-catequina con HP-8-CD MS=1 en KCI (1M)
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Entalpograma 3: Titulacién de (*)-catequina con HP-B-CD MS=0.8 en KCI (1M)
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Entalpograma 4: Titulacién de (*)-catequina con HP-B-CD MS=0.8 en KCI (1M)
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Entalpograma 5: Titulacién de (*)-catequina con HP-B-CD MS=0.6 en KCI (1M)
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Tabla 1. Parametros termodinamicos de los complejos con B-CD y sus derivadas

hidroxipropiladas a 298.15K. (EI MS=0 corresponde al estudio con la B-CD nativa).

MS| n Kcp-a(M™) AHcp.2° (kd.mol™) | AG ¢p.a° (kJ.mol™”) | TAS cp.a° (kJ.mol™)
0 | 1.19 | 50820 + 1954 | -38.49 + 0.18 | -40.34 + 095 | 185 + 0.20
0.6 | 1.35 | 181593 + 7341 | -4084 + 0.15| -4508 + 0.10 | 424 + 0.18
0.8 | 1.55 | 302943 + 16402| 4116 + 025| -46.99 + 0.13 | 583 + 0.28
0.8| 1.45 | 164316 + 12834| -4335 + 043 |-4474. + 019 | 139 + 048
1 | 1.53 | 340319 + 22798| -41.38 + 0.32| -4744 + 017 | 6.06 * 0.36

En la tabla 1 se

observa que al incrementar el MS de 0 a 1 el AH® se hace mas

negativo, es decir, mas exotérmico; esto puede deberse a que al aumentar los

grupos hidroxipropilo, aumenta la probabilidad de formar puentes de hidrogeno.

Ademas, conforme se incrementa el MS, aumenta la entropia, lo que podria

indicar un mejor acomodo del antioxidante en la cavidad de la ciclodextrina; lo

anterior puede explicar el incremento del numero promedio de moléculas de

antioxidante (n) que pueden entrar en la cavidad de la ciclodextrina y por ende, da

lugar a una mayor liberacion de moléculas de agua desde la cavidad de la CD al

bulto de la disolucion. Ambas contribuciones (entalpica y entrépica) dan como

resultado un AG° mas negativo y por lo tanto un proceso mas favorecido a

mayores valores de MS.

10000
_ - ™ =
0 -/
-10000 — o
‘T:o\ | 7.7AHCD-A
S —a—AG?
= -20000 H CE'A
(_c; i *-*TASCD_A
2 -30000 A
L
-40000 H : ...
4 A\A .
-50000 T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Grafica 1: Variacion de los parametros termodinamicos en funcion del MS.
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El experimento con la HP-B-CD MS: 0.8 no se completé y solo se realizaron 28 de
las 40 titulaciones. Para tener el potenciograma con las 40 titulaciones, se repitié
el experimento un dia después y con las mismas disoluciones. Los resultados no
fueron reproducibles, esto se observa principalmente en el valor de Kcp.a que
disminuy6 a poco menos de la mitad de su valor. Lo anterior puede deberse a que
la catequina en disolucién pudo oxidarse, por lo que en vez de medir los
parametros de la formacién del complejo de la catequina con la CD, se midieron
aquellos de la formacién del complejo de la CD con los productos de oxidacion de
la catequina o de una mezcla de ambos complejos. Es por esto que se repitio el
experimento con nuevas disoluciones. A continuacion se muestra el entalpograma

y el potenciograma correspondientes.
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Potenciograma 9: Titulacion de (*)-catequina con HP-3-CD MS=0.8 en KCI (1M)
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Entalpograma 6: Titulacion de (*)-catequina con HP-3-CD MS=0.8 en KCI (1M)

Tabla 1. Parametros termodinamicos de los complejos con HP-B-CD MS=0.8.

MS| n Kcp-a (M™) AHcp.a° (kd.mol™) | AG cp.a° (kJ.mol™) | TAS cp.a° (kJ.mol™)
0.8/1.06| 6889 + 517 | -37.36 + 053 | -3294 + 019 | 441 + 056
0.8 [1.55/11363 + 2856| -101.66 + 12.06 | -3492 + 062 |-66.74 + 12.08

Del entalpograma anterior, el mejor ajuste

de los datos se da a n=1.06, sin

embargo los resultados no se asemejan a los de la tabla 1, incluso si se fija el
valor de n a aquel del MS=0.8 (n=1.55).

Una de las hipdétesis iniciales de la falta de reproducibilidad observada, era que la

catequina en polvo, con la que se preparaban las disoluciones, se habia oxidado

durante su almacenamiento en el laboratorio. Es por esto que se manddé una

muestra a la USAI (Unidad de Servicios Analiticos para la Investigacion) para

obtener su espectro de FT-IR.
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Figura 5. 1: Espectro IR de la (¥)-catequina

Como se menciond en el capitulo 1 la catequina se oxida para dar su respectiva o-

quinona, por lo tanto la presencia de grupos carbonilo en el FT-IR se pondria en

evidencia que la catequina se oxidd. En el espectro anterior, no se observa la

presencia de bandas intensas en el intervalo de 1680-1800cm™ lo que nos

indicaria la presencia de grupos carbonilo; es por esto que se puede afirmar que el

polvo utilizado no estaba oxidado antes de preparar las disoluciones.

Por otra parte, comparando el espectro obtenido con aquél reportado en la

literatura (figura 5.2) se puede observar que ambos presentan las mismas bandas,

por lo que se puede afirmar que se trata de la (t)-catequina.
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Figura 5. 2: Espectro IR experimental y teérico del antioxidante utilizado.

Otra hipotesis que se planted, fue que durante la titulacién, la (x)-catequina libre
pudo oxidarse, esto explicaria la presencia de una coloracion amarilla en la
disolucion de la celda de muestra al terminar los experimentos. Este cambio de
coloracion se atribuyd, en un inicio, a la formacion del complejo, pero en la

literatura'®™

se encontré que la catequina puede formar dimeros coloridos a pH
preferentemente basicos. Ademas de acuerdo a Mendel?” y Janeiro?®, la catequina
es inestable a pH altos y poco estable a pH neutros. Todo lo anterior puede
explicar la falta de reproducibilidad observada en los experimentos hasta ahora
analizados, ya que cualquier ligera variacion de pH podria dar lugar a la formacion

de dimeros y afectar los parametros termodinamicos de la formacién del complejo.

Tomando en cuenta todo lo anterior se decidi6é estudiar la formacién del complejo,

controlando el pH, en un intervalo de pH de 3 a 5 con la B-CD.
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5.2 Dependencia de los parametros termodinamicos con el pH a 298.15K

Se realizaron 40 titulaciones de 25uL de CD 12mM a una disolucion de (%)-
catequina 2mM ambas a pH constante con buffer de acetatos, T=298.15K y una
sensibilidad del equipo de 300uW. Se hizo variar el pH en un intervalode 3a 5y a

continuacién se muestran los potenciogramas y entalpogramas correspondientes.

P,uw
300 |

200

T

100 -

0 F— i

10 20 Tiempo;horas

Potenciograma 10: Titulaciéon de (*)-catequina con B-CD a pH=3 y T=298.15K
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Potenciograma 11: Titulacién de (*)-catequina con B-CD a pH=3.5 y T=298.15K
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Potenciograma 12: Titulaciéon de (t)-catequina con B-CD a pH=4 y T=298.15K
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Potenciograma 13: Titulacién de (*)-catequina con B-CD a pH=4.5y T=298.15K
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Potenciograma 14: Titulacién de (*)-catequina con 3-CD a pH=5 y T=298.15K
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Entalpograma 7: Titulacion de (*)-catequina con B-CD a pH=3 y T=298.15K
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Entalpograma 8: Titulacién de (*)-catequina con 3-CD a pH=3.5 y T=298.15K
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Entalpograma 9: Titulacién de (*)-catequina con 3-CD a pH=4 y T=298.15K
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Entalpograma 10: Titulacion de (*)-catequina con B-CD a pH=4.5 y T=298.15K
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Entalpograma 11: Titulacion de (*)-catequina con B-CD a pH=5y T=298.15K

Tabla 3. Parametros termodinamicos de los complejos con 3-CD a diferentes pH.

pH| n Kcp-a (M™) AHcp.a° (kJ.mol™) | AG cp.a° (kJ.mol™) | TAS ¢p.»° (kJ.mol™)
3 | 1.05 8887 + 455| -3747 + 0.36| -33.87 + 0.13| -3.606 + 0.39
35| 1.11] 18240 + 763| -38.03 + 0.25| -3653 + 010 -1.499 + 0.27
4 | 117| 24128 + 1458| -3824 + 0.35| -3759 + 0.15| -0.651 + 0.38
45| 1.33| 98822 + 5089| -37.79 + 0.21| -42.83 + 0.13 503 + 0.25
5 | 1.17| 27597 + 690| -38.74 + 0.17| -38.05 + 0.06] -0691 + 0.18

De los potenciogramas mostrados anteriormente, se observa que la formacién de
los complejos es exotérmica en todos los casos. En la grafica 2 se observa que el
proceso es guiado por la entalpia y que conforme aumenta el pH, el AH® se hace

ligeramente mas negativo.

En las estructuras del antioxidante, en la figura 1.6 y de la CD, en la figura 2.2, se
puede observar que poseen 5y 21 grupos hidroxilo, respectivamente, los cuales
pueden ser protonados a pH mas acidos. Es decir, conforme se disminuye el pH,
aumenta la probabilidad de que los grupos OH se encuentren en su forma
protonada y desfavorece la formacion de puentes de hidrégeno. El antioxidante en

su forma protonada tendra mucha menor afinidad por la cavidad hidrofobica de la
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CD, ya que las interacciones del tipo no polar-no polar se veran disminuidas.
Consecuentemente, conforme se incrementa el pH, las interacciones entre el

antioxidante y la CD son mas fuertes, y se liberara mas calor (el AH® se hace mas

negativo).
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Grafica 2: Variacion de parametros termodinamicos con el pH a 298.15K (las lineas
en la grafica s6lo muestran una tendencia, en cada caso se muestra el valor de n

resultado del ajuste)

Por otra parte, el aumento de puentes de hidrégeno puede dar lugar a un mejor
acomodo del antioxidante en la CD e incrementar el valor de n (el numero de

moléculas de (x)-catequina que se introducen en la CD).

En la tabla 2 y la grafica 2, se observa que conforme se aumenta n, aumenta el
cambio de entropia. Esto se debe principalmente a que al incrementar el nUmero
de moléculas que entran en la cavidad de la CD, aumenta el numero de moléculas
de agua liberadas al bulto. En general éste aumento se observa conforme se
aumenta el pH. Debido a las contribuciones entropica y entalpica el AG®° tiende a
ser mas negativo a pH mayores, y por lo tanto la formacién del complejo
antioxidante-CD es favorecida a pH menos acidos. Ademas, se observa un
minimo de AG° a pH=4.5, por lo que la formacién del complejo de inclusién entre

el antioxidante y la CD es mas espontaneo a este pH.
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5.3 Dependencia de los parametros termodinamicos con la temperatura a
pH=3 y pH=4

Para observar el efecto de la temperatura en los parametros termodinamicos de la
formacién del complejo, se hizo variar la temperatura en un intervalo de 288.15K a
308.15K a pH=3 y pH=4. Se utilizaron las mismas condiciones que en 5.2. A

continuacion se muestran los potenciogramas y entalpogramas correspondientes.
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Potenciograma 15: Titulaciéon de (t)-catequina con B-CD a pH=3 y T=288.15K
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Potenciograma 16: Titulacién de (*)-catequina con B-CD a pH=3 y T=293.15K
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Potenciograma 17: Titulacién de (*)-catequina con B-CD a pH=3 y T=303.15K
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Potenciograma 18: Titulacién de (*)-catequina con 3-CD a pH=3 y T=308.15K
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Entalpograma 12: Titulacién de (*)-catequina con 3-CD a pH=3 y T=288.15K
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Entalpograma 13: Titulacién de (*)-catequina con 3-CD a pH=3 y T=293.15K
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Entalpograma 14: Titulacién de (*)-catequina con 3-CD a pH=3 y T=303.15K
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Entalpograma 15: Titulaciéon de (*)-catequina con 3-CD a pH=3 y T=308.15K
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Potenciograma 19: Titulacién de (*)-catequina con 3-CD a pH=4 y T=288.15KC
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Potenciograma 20: Titulacion de (*)-catequina con -CD a pH=4 y T=293.15
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Potenciograma 21: Titulacién de (*)-catequina con B-CD a pH=4 y T=303.15K
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Potenciograma 22: Titulacién de (*)-catequina con B-CD a pH=4 y T=308.15K
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Entalpograma 16: Titulacion de (*)-catequina con B-CD a pH=4 y T=288.15K
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Entalpograma 17: Titulacién de (*)-catequina con 3-CD a pH=4 y T=293.15K
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Entalpograma 18: Titulaciéon de (*)-catequina con 3-CD a pH=4 y T=303.15K
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Entalpograma 19: Titulacion de (¥)-catequina con $-CD a pH=4 y T=308.15K

Tabla 4. Parametros termodinamicos de los complejos con B-CD a diferentes

temperaturas a pH=3

. AHoo A AG o’ TAS con°
T n Kep-a (M) (kJ.mol") (kJ.mol") (kd.mol)
288.15| 1.15| 46091 = 1006| -37.03 + 040] -38.62 = 0.05| 159 + 012
293.15| 1.13| 20926 + 900| -39.74 + 025| 3642 * 0.10| -3.32 * 027
208.15| 1.05| 8887 + 455| -37.47 + 0.36] -33.87 + 013] -3.61 + 0.39
303.15| 1.14] 14770 + 276| -39.45 + 012] -36.32 + 0.05| -3.13 + 0413
308.15| 1.16| 8269 + 417 4537 + 075| -34.73 + 013| -10.64 + 0.76

Tabla 5. Parametros termodinamicos de los complejos con (-CD a diferentes

temperaturas a pH=4

T | n | Keoa(W) | gean | ety
288.15| 1.43| 269573 + 16531| -38.50 * 0.21| -45.00 = 0.15 6.51 £+ 0.26
293.15| 1.20 44218 + 3185| -38.14 + 0.33| -39.19 + 0.18 1.04 =+ 0.37
298.15| 1.17 24128 + 1458 | -38.24 =+ 0.35| -37.59 + 0.15| -0.65 = 0.38
303.15| 1.13 16685 =+ 1495| -38.35 + 0.53| -36.86 + 0.23| -1.49 + 057
308.15| 1.07 6370 % 278 | -39.52 0.37| -33.72 =+ 0.11| -5.81 = 0.39
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Grafica 3: Variacion de parametros termodinamicos con la temperatura a pH=3

(en cada caso se muestra el valor de n resultado del ajuste)
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Grafica 4: Variacion de parametros termodinamicos con la temperatura a pH=4

(en cada caso se muestra el valor de n resultado del ajuste)

De los potenciogramas anteriores se observa que todos los procesos son

exotérmicos.
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Como se observa en las graficas 3 y 4 el proceso es guiado por la entalpia; el AH®
permanece casi constante en temperaturas inferiores a 308K sin embargo a 308K
se observa un decremento considerable, que es evidencia de que las
interacciones entre el antioxidante y la CD son mas fuertes. Se observa que en
todos los casos la constante de equilibrio disminuye conforme se aumenta la
temperatura. Lo anterior se debe a que la constante de equilibrio varia con la
temperatura de acuerdo a la ecuacion de Van't Hoff (5.1).

olnK, AH°

= 5.1
oT RT? (1)

Esta ecuacion predice que la constante de equilibrio, para un proceso exotérmico
a presion constante, aumenta al disminuir la temperatura; en consecuencia, de
acuerdo a la ecuacion (4.11), el AG® se hace mas negativo y el proceso se hace

mas espontaneo, conforme disminuye la temperatura.

Al incrementarse la constante de equilibrio, el equilibrio se desplaza hacia la
formacion de productos, es decir, la formacion de los complejos de inclusion y la
liberacion de moléculas de agua al bulto, por lo que al disminuir la temperatura, las
moléculas de agua (en un estado ordenado) del interior de la CD y de la esfera de
solvatacién del antioxidante son desplazadas al bulto (estado menos ordenado), lo
cual explica el aumento de la entropia. También se observa que a pH=4, conforme

disminuye la temperatura, se incrementa n y aumenta la entropia.
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La (x)-catequina puede formar complejos de inclusion con la B-CD y sus

derivadas HP- 3-CD.

La cavidad de la B-CD, a diferencia de aquéllas de la a-CD y y-CD, posee el

tamano adecuado para alojar al antioxidante estudiado.

Los parametros termodinamicos (AH®, AG®, AS° y K) de formacion del complejo

pueden ser determinados mediante calorimetria de titulacion isotérmica.

El proceso de formacion de los complejos de inclusion es guiado por la entalpia

y exotérmica en todos los casos.

A pesar de que la contribucion entalpica es la mas importante, la contribucion

entropica es aquella que determina la variacion del AG®.

Se observd que pequenas variaciones de pH pueden dar lugar a la oxidacion de

la catequina por lo que mantener el pH en un valor inferior a cinco, es

fundamental para llevar a cabo estudios con el antioxidante.

En general, un incremento de “n” (numero promedio de moléculas de

antioxidante dentro de la CD) puede explicar un mejor acomodo de la catequina

dentro de la CD, lo que:

» Da lugar a una mayor liberaciéon de moléculas de agua de hidrataciéon de la
CD vy de la esfera de solvatacion de la catequina al bulto de la disolucion. Por
lo anterior, se podria explicar el aumento del cambio de entropia conforme se
incrementa “n”.

» Favorece la inclusién del antioxidante en la CD.

» Aumenta el valor de la constante de formacién del complejo y por lo tanto
disminuye el AG®° y el proceso es mas espontaneo.

» Se lleva a cabo a mayores MS, mayores pH y menor temperatura.

Al incrementar el MS, aumentan los grupos hidroxipropilo en la CD, aumenta la

probabilidad de formar puentes de hidrégeno, lo que podria explicar que el AH®

sea mas negativo.

Conforme se incrementa el pH, la probabilidad de que los grupos OH estén

protonados, disminuye; por lo que se favorece la formacion de puentes de

hidrégeno. Lo que podria explicar que en el intervalo de pH estudiado, conforme

se incrementa el valor de pH, el proceso es ligeramente mas exotérmico.
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El aumento de puentes de hidrogeno puede dar lugar a un mejor acomodo del
antioxidante en la CD e incrementar el valor de “n”.

El AH® permanece casi constante en temperaturas inferiores a 35°C, sin
embargo a 35°C, se observa un decremento considerable, que es evidencia de
que las interacciones entre e antioxidante y la CD son mas fuertes.

De acuerdo a la ecuacién de Van't Hoff, la constante de equilibrio, para un
proceso exotérmico a presion constante, aumenta conforme se disminuye la
temperatura. Por lo que el proceso es mas espontaneo (el AG°® se hace mas
negativo) conforme disminuye la temperatura.

De los resultados anteriores, las condiciones éptimas para la formacion del
complejo son pH=4.5 y 288.15K. Sin embargo, conforme se aumenta el pH, la
catequina se oxida mas facilmente y conforme disminuye la temperatura, su
solubilidad también disminuye. Por lo anterior, se recomendaria trabajar a pH=4
y 293.15K.

Recomendaciones para trabajo futuro

Estudiar la cinética de oxidacion de la catequina a diferentes pH y temperaturas,
en su forma libre y formando un complejo de inclusién.

Evaluar la actividad antioxidante de la catequina en su forma acomplejada.
Caracterizar termodinamicamente la formacion de complejos de inclusién en el
intervalo de pH estudiado, con otro buffer.

Evaluar la viabilidad de utilizar el complejo CD-A, como aditivo en alimentos para

retrasar su oxidacion.
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