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Introduccién

La quercetina ha demostrado que es uno de los flavonoides con una importante
actividad antioxidante y un alto potencial terapéutico en el tratamiento de fragilidad
capilar, cancer, desoérdenes cardiovasculares y complicaciones diabéticas entre
otros. Es escasamente soluble en agua, por lo que tiene una absorcion limitada en
la administracion oral. La microencapsulacién es una alternativa por medio de la

cual podriamos mejorar la solubilidad y absorcion.

En este trabajo se realizaron microencapsulaciones de quercetina por medio de la
formacion de complejos de inclusion utilizando B-ciclodextrina (BCD), 2-
hidroxipropil B-ciclodextrina (2- HP- B CD) y un polimero, Hidroxietilcelulosa
(HEC), en medio acuoso. Las microencapsulaciones se estudiaron por

Calorimetria de Titulacion Isotérmica y Tensiometria.

En el capitulo 1 de este trabajo se encuentran los fundamentos teoricos para el
estudio de estas microencapsulaciones, asi como la descripciéon de la quercetina,

las ciclodextrinas y la HEC.

Los materiales, reactivos y la descripcion de las técnicas utilizadas tanto en la
formacion de complejos de inclusibn con ciclodextrinas como en la
microencapsulacion con HEC se encuentran en el capitulo 2. El estudio de la
formacion de complejos de inclusion se realizé por medio de calorimetria de
titulacion isotérmica y el estudio de la microencapsulacién con HEC se realiz6 por

Tensiometria utilizando el método de gota pendiente.

En el capitulo 3 se muestran los resultados obtenidos por Calorimetria en la
formacion de complejos de inclusion y por Tensiometria en la microencapsulacion

con HEC, asi como la interpretacion que se dio de los mismos.

El trabajo termina con las conclusiones a las que se llegaron por medio de los

resultados obtenidos y los objetivos planteados.



Objetivos

» Estudiar la microencapsulacion de Quercetina con ciclodextrinas por
calorimetria de titulacion isotérmica.

» Calcular los parametros termodindmicos para el sistema Quercetina-
ciclodextrina.

» Estudiar la interaccion de Quercetina en Hidroxietilcelulosa por tension
superficial dinamica utilizando el método de la gota pendiente.

= Determinar por medio de la tensidn superficial dinamica si existe interaccion

entre la Quercetina y la Hidroxietilcelulosa.

Hipdtesis

» Las ciclodextrinas y los polimeros derivados de la celulosa pueden ser
utilizados para microencapsular.

» La eficiencia de la microencapsulacién de un farmaco puede ser estudiada
mediante técnicas fisicoquimicas, entre ellas la Tensiometria y la
Calorimetria de Titulacion Isotérmica. Estas metodologias nos permitiran

disefiar una forma adecuada de microencapsulacion.
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1.1 QUERCETINA

Los bioflavonoides son un grupo de compuestos polifenodlicos, de los
constituyentes bioldgicos mas comunes en plantas y se encuentran en muchas
frutas, vegetales, granos, nueces, flores y hojas. Han llamado la atencién debido a
sus prometedoras actividades biolégicas incluyendo propiedades antiinflamatorias,
antialérgicas, antivirales, anticancerigenas y antioxidantes®.

Los flavonoides se caracterizan por tener una estructura derivada de un
benzofenilo que consiste de dos anillos de benceno, unidos por un pirano
heterociclico o un anillo de pirona. Los flavoides aparecen por doquier en la dieta
humana con glucésidos, con una amplia distribucion en porciones comestibles de
plantas, incluyendo bayas, citricos y otras frutas, hortalizas, raices, tubérculos,

hierbas y especias, leguminosas y granos de cereal, asi como en el cacao.

Uno de los bioflavonoides que tienen un alto potencial terapéutico en el
tratamiento de fragilidad capilar, cancer, desoérdenes cardiovasculares y

complicaciones diabéticas es la quercetina.

La quercetina se encuentra de forma natural en las plantas, alimentos y bebidas.
Pertenece a un subgrupo de fitoquimicos polifendlicos intensamente coloreados,
gue son los que contribuyen al color de la planta, dando tonalidades de colores
gue van de rojo a azul en flores, frutas y hojas. Tiene propiedades antioxidantes,
anticancerigenas, antiinflamatorias, y cardioprotectoras.

1 M.C. Bergonzi, A.R. Bilia, L. Di Bari, G. Mazzia and F. F. Vincieria. Studies on the interactions between some
flavonols and cyclodextrins., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 17 (2007) 5744-5748.



1. MARCO TEORICO

Figura 1.1 Estructura quimica de la quercetina

La quercetina es escasamente soluble en agua, por lo que tiene una absorcion
limitada en la administracion oral. La toxicidad potencial asi como un beneficio
farmacoldgico dependen de su biodisponibilidad seguida a la administracion oral;
la absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion han sido ampliamente
estudiados tanto en animales como en humanos. Los derivados de la quercetina
formados durante su metabolismo son liberados a la circulacion por la vena porta.
Recientemente se demostré que puede absorberse sistematicamente del tracto
gastrointestinal via linfatica. En un estudio de distintos flavonoides se observo que
la quercetina podia inhibir la 11B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1 (11B-
HSD1), la cual regula la concentracion de cortisol (potente antagonista de la
insulina) por lo que posee actividad antidiabética y es uno de los compuestos mas
activos. El mecanismo de accion por el cual se tiene este efecto es por una

supuesta interaccion con el sitio activo de 113-HSD12.
Propiedad antioxidante

Entre las propiedades de mayor interés esta la de ser un antioxidante. Existe un
consenso de que la actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una
combinacion de sus propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de

radicales libres (RL), ademas algunos autores se han referido a la inhibicién de

> M. Torres-Piedra, et. al., A comparative study of flavonoid analogues on streptozotocin-nicotinamide
induced diabetic rats: Quercetin as a potencial antidiabetic agent acting via 11b-Hydroxysteroid
dehydrogenase type 1 inhibition. European Journal of Medicinal Chemistry 45 (2010) 2606-2612.
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oxidasas evitando la generacion de especies reactivas del oxigeno (ERO), asi
como de hidroperoxidos organicos. Por otra parte se ha podido conocer que
también inhiben enzimas involucradas indirectamente en los procesos oxidativos
como la fosfolipasa A,, al mismo tiempo que estimulan otras con reconocidas

propiedades antioxidantes (catalasa y superéxido dismutasa).

Las ERO reaccionan con las biomoléculas conduciendo al dafio celular y tisular.
Casi todos los resultados coinciden en que los flavonoides con sustituyentes
dihidroxilicos en posiciones 3’ y 4’ en el anillo B se muestran mas activos como
antioxidantes y que este efecto es potenciado por la presencia de un doble enlace
entre los carbonos 2 y 3, un grupo OH libre en la posicion 3 y un grupo carbonilo

en la posicion 4; como sucede con la quercetina (Figura 1.1).

Los flavonoides secuestran O, y OH. Morazzoni y Malandrino pusieron de
manifiesto que la rutina, seguida de la quercetina, se comport6 como el
secuestrador mas fuerte de Oy, generado enzimaticamente a través del sistema

xantina/xantina oxidasa.

La quercetina y la catequina eliminaron la citotoxicidad del H,O, en células V79 de

hamsteres chinos?®.

1.2 CICLODEXTRINAS

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacaridos ciclicos compuestos de unidades de
glucopiranosa unidos por enlaces a-(1,4), se obtienen durante la degradacion

enzimética del almidén

Las ciclodextrinas naturales son oligosacaridos ciclicos formados por 6 (a), 7 (B) u
8 (y) unidades de a-D-[1,4] glucosa, que dan lugar a una estructura molecular de
cono truncado, rigida y con una cavidad interior de volumen especifico. Los grupos

hidroxilo primarios estan localizados en el lado méas estrecho del toroide, mientras

® pérez Trueba, Gilberto. Los flavonoides: antioxidantes o prooxidantes, Rev. Cubana Invest Biomed (2003)
22(1): 48-57
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gue los grupos hidroxilo secundarios se ubican en el lado mas ancho del mismo
(Figura 1.2).

Grupos hidroxilo primarios

Cavidad
hidrofobica

ﬁ- Ciclodextrina

HO

Grupos hidroxilo
secundarios

Figura 1.2. Estructura quimica de la B-Ciclodextrina.

Las CDs tienen un papel muy importante en la formulacion de farmacos poco
solubles, por medio de la formacién de complejos de inclusion o dispersiones

sélidas.

Su aplicacion farmacéutica mas frecuente es para mejorar la solubilidad,
estabilidad y biodisponibilidad del farmaco, sin embargo, tienen una relativamente
baja solubilidad en agua y solventes organicos, por lo que su uso en formulaciones
esta limitado. Por lo tanto se sintetizan derivados de CD para modificar sus
propiedades fisicoquimicas y su capacidad de inclusion para tener nuevos

acarreadores.

Los derivados de ciclodextrina generalmente se producen por aminaciones,
esterificaciones o eterificaciones de los grupos hidroxilo primarios o secundarios

de las ciclodextrinas. Dependiendo del sustituyente, la solubilidad de los derivados
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de la ciclodextrina es usualmente diferente. Todos los derivados tienen un cambio
en el volumen de la cavidad hidrofébica y también puede mejorarse la solubilidad,
estabilidad contra la luz y el oxigeno y ademas ayuda a controlar la actividad

guimica de las células huésped.
Las principales ventajas de las CDs son:

1. Tienen una estructura quimica bien definida, asi como muchos sitios
potenciales para una modificacién quimica o conjugacion.

Disponibilidad de CDs con cavidades de diferente tamafo.

Toxicidad y actividad farmacologica baja

Cierta solubilidad en agua

o > 0D

Proteccion a los farmacos de la degradacion por la inclusion/conjugacion

Los complejos de inclusion con CD ayudan a los farmacos a tener una mejor
estabilidad, solubilidad, velocidad de disolucién, y biodisponibilidad; esto se lleva a
cabo con farmacos poco solubles como la quercetina. Las CDs hidrofilicas pueden
modificar la velocidad de liberacion del farmaco y por tanto aumentar la absorcion
a traveés de las barreras biolégicas. Las cavidades de las CDs son relativamente
hidrofobicas, comparadas con el agua, la parte externa es hidrofilica.
Generalmente las moléculas o residuos hidrofobicos tienen una alta afinidad por la
cavidad de las CDs en solucién acuosa, esto establece que la capacidad de la CD
para mejorar la estabilidad y solubilidad de farmacos es debido a la formacién de

complejos de inclusion.

Para formulaciones destinadas a la administracion oral se usan CDs hidrofilicas,
ya que transportan los farmacos en medio acuoso hacia la superficie de absorcion

en el tracto gastrointestinal.

La B-Ciclodextrina (3CD) es la CD natural mas comun, sus grupos hidroxilos son
los sitios para empezar su modificacién estructural, los grupos introducidos
modifican las propiedades fisicoguimicas y la capacidad de inclusion de la

molécula. Tiene derivados hidrofilicos, hidrofébicos e idnicos.
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La agregacion de CDs y la interaccion con las moléculas de agua circundantes,
puede ser el responsable de la diferencia de solubilidad entre las CDs, para
resolver estos problemas de solubilidad se ha utilizado la metilacion o
hidroxialquilacion de los grupos hidroxilo en BCD. Las CDs hidroxialquiladas son
mezclas amorfas de compuestos quimicamente relacionados con diferentes
multicomponente previene cualquier

grados de sustitucion; este caracter

cristalizacion y por eso tienen una alta solubilidad (mayor 50% m/v) en agua y

etanol®.

Tabla 1.1. Propiedades de ciclodextrinas

5

Propiedad a-Ciclodextrina B-Ciclodextrina y-Ciclodextrina
Numero de 6 7 8
unidades de
glucopiranosa
Masa molar 972 1135 1297
(g/mol)
Solubilidad en 14.5 1.85 23.2
agua a 25°C
(%m/v)
Didmetro exterior 14.6 15.4 17.5
(A)
Diametro de 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3
cavidad (A)
Altura del toro  (A) 7.9 7.9 7.9
Volumen de la 174 262 427
cavidad (A%)

K. Uekama., F. Hirayama., T. Irie., Cyclodextrins Drug Carrier Systems., Chem. Rev. 98 (1998) 2045-2076.
*> E.M. Martin Del Valle. Cyclodextrins and their uses: a review. Process Biochemistry 39 (2004) 1033-1046.
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1.2.1 Formacién de complejos de inclusién

La caracteristica mas notable de las ciclodextrinas es su habilidad para formar
complejos de inclusién sélidos, con un muy amplio rango de compuestos soélidos,

liguidos y gaseosos por complejacion molecular.

En estos complejos una molécula huésped es introducida a la cavidad de la
molécula hospedera (CD), la formacién de este complejo es un acoplamiento
dimensional de la cavidad de la molécula hospedera con la molécula huésped. La
cavidad hidrofébica de las ciclodextrinas proporciona un microambiente dentro del
cual pueden entrar moléculas o partes de ellas, de tamafio apropiado formando
complejos de inclusién. Los enlaces no covalentes se forman o rompen durante la

formacion del complejo.

Las moléculas de agua son desplazadas por moléculas mas hidrofébicas
presentes en la solucion que logran o realizan una asociacion apolar-apolar y
disminuye la tension del anillo, resultando en una energia de estado mas baja
(Figura 1.3).

Cavidad hidrofébica

- Ciclodextrina —_—

Exterior hidrofilico

)

ve

Complejo de
w = ) w . inclusién

Figura 1.3 Formacién de complejos de inclusién
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Los complejos de inclusién pueden ser formados tanto en solucion como en
estado cristalino y el agua es el solvente que generalmente se utiliza. La inclusién
en CDs tiene efecto en las propiedades fisicoquimicas de moléculas huésped.
Estas propiedades son: aumento de la solubilidad de moléculas muy poco
solubles; estabilizacion de moléculas labiles contra los efectos de degradacién
como oxidacion, luz visible o UV y calor; control de la volatilidad y sublimacion,
aislamiento fisico de compuestos incompatibles, separaciones cromatograficas,
modificacion del sabor por enmascaramiento de sabores y olores desagradables; y
control de liberacion de farmacos.

La habilidad de una CD para formar un complejo de inclusion con una molécula
esta en funcion de 2 factores. El primero es estérico y depende del tamafio de la
ciclodextrina y de la molécula huésped. El segundo factor son las interacciones
termodindmicas entre los diferentes componentes del sistema (ciclodextrina,
molécula huésped, solvente). Para formar un complejo, se debe tener una fuerza
energética neta favorable que atraiga a la molécula huésped hacia el interior de la

ciclodextrina.

Ademéas hay 4 interacciones energéticas favorables que ayudan a cambiar el

equilibrio para formar el complejo de inclusion:

1. El desplazamiento de moléculas de agua de la cavidad apolar de la
ciclodextrina.

2. El incremento en el nUmero de enlaces de hidrégeno formados por el agua
desplazada del interior de la cavidad.

3. Una reduccidn de las interacciones repulsivas entre la molécula hidrofébica
y el medio acuoso.

4. Un aumento en las interacciones hidrofébicas cuando el huésped se inserta

en la cavidad apolar de la ciclodextrina.

10
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Por lo tanto las CDs son muy utilizadas en la industria alimenticia, farmacéutica,

cosmética, proteccién ambiental, bioconversién, de embalaje y la textil®.

1.3 HIDROXIETILCELULOSA

La hidroxietilcelulosa (HEC) es un hidroxietil éter de la celulosa, no es idnico, es
soluble en agua e insoluble en solventes organicos. La estructura de la molécula
de celulosa se compone de unidades de anhidroglucosa y cada unidad de
anhidroglucosa contiene tres hidroxilos susceptibles a reaccionar. Al tratar a la
celulosa con hidroxido de sodio y al reaccionar con 6xido de etileno, se introducen
grupos hidroxietil para obtener el hidroxietil éter. El producto de reaccion se
purifica y se trata para obtener un polvo blanco. Sus aplicaciones incluyen

espesante, formador de pelicula y estabilizante.

El nimero de grupos hidroxilos sustituidos se conoce como grado de sustitucion o
DS. Los grupos hidroxietil reaccionan con los hidroxilos y luego el 6xido de etileno
continlla reaccionando y se afiaden mas grupos hidroxietil formando cadenas
laterales. Al numero de moles promedio de 6xido de etileno que se afiaden a cada
unidad de celulosa se le llama nimero de sustitucion molar (MS). La solubilidad de

la hidroxietilcelulosa en agua aumenta al incrementarse el grado de sustitucion.

En la figura 1.4 se observa la estructura de la hidroxietilcelulosa con un MS de 2.5
(5 grupos de oOxido de etileno por 2 unidades de celulosa) y un DS de 1.5 (3

hidroxilos sustituidos por 2 unidades de celulosa.

® E.M. Martin Del Valle. Cyclodextrins and their uses: a review. Process Biochemistry 39 (2004) 1033-1046.

11
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Figura 1.4 Estructura de la hidroxietilcelulosa

1.4 TENSION SUPERFICIAL DINAMICA

La tension superficial se define como la fuerza por unidad de longitud que se
ejerce tangencialmente sobre la superficie de separacién entre dos fases. Esta

fuerza tiende a hacer que el liquido asuma el estado de energia minima.

La tension superficial de equilibrio de una solucion de un tensoactivo no se
alcanza instantaneamente; cuando una nueva interfase es formada, las moléculas
primero deben difundirse del interior a la interfase, y después adsorberse mientras

logran orientarse correctamente.

Las tensiones de superficie dinAmicas pueden ser medidas por una variedad de
técnicas como son la presion maxima de burbuja, volumen de gota, etc. La
velocidad de adsorcion del tensoactivo o el cambio en la concentracion del exceso
de superficie con el tiempo puede ser determinada de la tension superficial
dinamica que es una propiedad importante que rige muchos procesos industriales

y biolégicos

La interfase recién formada de una solucidn surfactante tiene una tension

superficial, o, muy cercana a la del solvente, 0p. Después de un periodo de tiempo,

12
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o disminuye al valor de equilibrio, 0eq, y este periodo de tiempo puede ir de

milisegundos a dias, dependiendo del tipo de tensoactivo y su concentracion’.

Para una solucién de tensoactivo al equilibrio, la concentracion interfacial de
tensoactivo esta dada por [eq. Sin embargo, la adsorcion es un fenomeno
dinamico, y en el equilibrio el flujo de adsorcion del monémero en la superficie, jags,
es igual al flujo de desorcion, jees. Si una superficie es estirada, la concentracion
de exceso de superficie, I, inmediatamente después de la perturbacion sera
menor que la eq. Por lo tanto, al restablecerse el equilibrio el flujo de adsorcion
sera mayor que el flujo de desorcion y para obtener el equilibrio, habra un

transporte del mondémero del interior a la interfase.

Si la superficie se contrae, entonces I >[¢q y por lo tanto jges >jad para restablecer
el equilibrio, y habra un transporte de adsorcion del monémero de la superficie al

interior.

Adsorcion Equilibrio Desorcion
r=r, r=r, r=T,
Expansidn Superficie  Contraccin

| mm— | —
5 S WIS S U U S SH $ 3333
s 4 " PN
irl '!1 dlz drl 1 z d 1 z l
e e Transporte de e Sy e e Transporte del

Figura 1.5 Expansion y contraccién de la superficie controlada por el flujo del monémero a la

interfase.

En términos generales hay dos modelos principales para el transporte y adsorcion
de monomeros. La subsuperficie es tomada como un plano imaginario de unos

pocos diametros moleculares por debajo de la superficie.

7 Eastoe J., Dalton J.S. Dynamic surface tension and adsorption mechanisms of surfactants at the air-water
interface, Advances in Colloid and Interface Science 85 (2000), 103-144.

13
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Los modelos son®:

Difusion controlada. Asume que la difusiébn del monémero es del interior a la
superficie, y una vez en la subsuperficie es directamente adsorbido a la interfase.
En este modelo el proceso de difusion del interior a la subsuperficie es lo que
controla la velocidad y el tiempo de adsorcion de la subsuperficie a la interfase es

muy rapido.

Cinética-difusion. La difusion del mondémero es del interior a la subsuperficie, pero
el proceso que controla la velocidad es la transferencia del monomero a la
interfase. Una vez que el mondmero ha difundido hacia la subsuperficie, puede
haber una barrera de adsorcion previniendo la adsorcion del monomero. Esta
barrera puede deberse al aumento de la presién superficial o atribuirse a que hay
menos ‘sitios vacantes’ disponibles para la adsorcion, también puede haber
restricciones estéricas en la molécula en la proximidad de la interfase y puede ser
necesario que tenga la orientacion correcta para adsorberse. Esto puede causar
gue la molécula vuelva al interior y no se adsorba, aumentando el tiempo

necesario para alcanzar la tension superficial de equilibrio.

Interfasze

Aire-Agus f.l' i
L ' Mecanisme {1} o{2]
Y A Y - S it
Subsuperfice 8 {‘f O
, & }
. S N _p {
o g O
[ L5
@ -
L
| ! o
o L ® '

Difusidn !

Figura 1.6. Transporte del mondémero a la interfase.

® Eastoe J., Dalton J.S. Dynamic surface tension and adsorption mechanisms of surfactants at the air-water
interface, Advances in Colloid and Interface Science 85 (2000), 103-144.
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1. MARCO TEORICO

1.4.1 Isoterma de adsorcion de Gibbs °1°,

La actividad de una disolucion se escribe en funcién de la concentracion de la

sustancia y del coeficiente de actividad:
a; =Yixi

Donde y es el coeficiente de actividad y x es la fraccion mol. En soluciones

diluidas:
a=Xx

La ecuacion de adsorcion de Gibbs es una expresion termodinamica que relaciona
la concentracion de superficie de una especie con la tensién superficial y la
actividad del bulto. Debido a que se considera que la sustitucion de una molécula
de disolvente por otra de la misma especie no produce cambios en la tension

superficial, s6lo se considera la actividad superficial del soluto.

S (1.1)

RT dinx

Donde T es la concentracion de superficie, R es la constante de los gases ideales,

T es la temperatura, o es la tension superficial, x es la fraccion mol.
Esta ecuacion expresada en términos de presion superficial:
T=0"—0 (1.2)

Donde ¢° es la tension superficial del disolvente puro

dnm = —do (1.3)
1 dm

° Novelo Torres, A. Miriam y Gracia Fadrique JesuUs. Concentracion micelar critica mediante la ecuacion de
adsorcion de Gibbs. (2005), Revista de Educacion Quimica. 16,1, 63-67

% sandoval Ibarra F. D., Tension Superficial Dindmica de Complejos de Inclusion a-Ciclodextrina +
Tensoactivo no Iénico en Medio Acuoso, Tesis de Maestria, Facultad de Quimica UNAM, 2011.
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1. MARCO TEORICO

La representacion Presion superficial (w) vs In(x) presenta el comportamiento

siguiente (figura 1.9):

(==) = [naxRT (1.5)

ainx/ xsxcac

dm
( ) =T, RT

dlnx/ x—xcac

max

In x

Figura 1.9 Presién superficial m-vs- In x

La primera region representa un comportamiento creciente, en esta zona diluida
las propiedades superficiales del sistema son muy sensibles a los cambios en la
concentracion del tensoactivo, un ligero cambio en la concentracidon puede
modificar en varias unidades la presién superficial, en la zona cercana a la
saturacion (region asintotica en donde m — m,4,), la pendiente de la recta

tangente a la curva alcanza el valor maximo I,,4,RT .

La region asintética inicia cuando se alcanza la concentracion de agregacion
critica (CAC), es decir, en el punto donde la relacion de cambio de presion con
concentracion disminuye drasticamente debido a que el tensoactivo ha saturado la

superficie.
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1. MARCO TEORICO

Integrando la ecuacion (1.5), se obtiene:
T = (Mmax — DnaxRTINXcac) + Tnax RTINX (1.6)

Cuya pendiente corresponde a I,s,RTInx y la ordenada al origen es m, s, —
InaxRTInxc4c. ESta ecuacion corresponde como se puede ver en la figura 1.9 a la
expresion lineal del comportamiento observado para la concentracion del
tensoactivo en las cercanias de la zona de saturacion. Asi los datos son
procesados mediante regresion lineal para obtener el valor de la pendiente y la
ordenada al origen que contiene el términ0 Xc4c; Tmsx €S €l promedio de los

valores maximos de presion superficial.
1.4.2 Ecuacion de estado de la superficie de Volmer !
La ecuacion de estado de Volmer es:

A es el area molecular y A, es el factor de correccién para la superficie, cuyo

sentido fisico es el area molecular en condiciones de saturacion.

La concentracion molar en la superficie I' = 1/4 a partir de la isoterma de Gibbs se

puede expresar como:
dr =Tdu (1.8)

La combinacion de las ecuaciones (1.7) y (1.8) mediante el término T, integrando,
introduciendo el concepto de presion reducida de superficie w*'=n/m; e €
igualando expresiones se llega a la siguiente expresion:

In (%) = "¢ (1 — %) + Iny (1.9)

T TpaxRT

" Martinez Vitela, M. A., Interacciones entre proteinas y polisacdridos y su comportamiento superficial en
medio acuoso, Tesis de Licenciatura, Facultad de Quimica UNAM, 2010.
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1. MARCO TEORICO

En el caso de los sistemas acuosos de polimeros, el seno del liquido esta
infinitamente diluido, mientras que la superficie presenta un régimen de
concentracion que alcanza a la saturacion. Se introduce entonces el término de
coeficiente de actividad a dilucion infinita:

In (”7) = JCAC (1 %) + Iny® (1.10)

N

La ecuacion representa una linea recta con pendiente ”L”T y ordenada al origen

max
Iny®. Al alcanzar la region de saturacion en la superficie, la ecuacion conduce a
una expresion que relaciona a la concentracion de agregacion critica con el

coeficiente de actividad a dilucién infinita:
—Inxcyec = Iny® (1.11)

La ecuacion (1.11) se utiliza para que la ecuacion de estado de la superficie de
volmer (1.10) se pueda escribir en funcion de la concentracion de agregacion

critica del tensoactivo®?:

In (Z) = 24 (1 — 1) — In(xcac) (1.12)

T TpaxRT

A partir de los valores de la ordenada al origen y la pendiente de la recta se

calculan x.,. y AG ya que:

AG = RTIn XcacC (113)

1.4.3 Modelo de difusion controlante: Ecuacién de W  ard y Tordai

Los primeros modelos se realizaron segun los principios de la teoria de difusion
simple, la cual establece que desde el momento de la formacion de una nueva

superficie, el tensoactivo en la disolucion se difunde desde su ubicacion inicial en

2 Martinez Vitela, M. A., Interacciones entre proteinas y polisacdridos y su comportamiento superficial en
medio acuoso, Tesis de Licenciatura, Facultad de Quimica UNAM, 2010.

2 sandoval Ibarra F. D., Tension Superficial Dindmica de Complejos de Inclusion a-Ciclodextrina +
Tensoactivo no Iénico en Medio Acuoso, Tesis de Maestria, Facultad de Quimica UNAM, 2011.
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1. MARCO TEORICO

el seno del liquido hacia el sustrato, donde las moléculas de este material son
adsorbidas de forma permanente en la superficie, de modo que son inhabilitadas
para regresar al seno del liquido. Este enfoque ideal se presenta Unicamente a
tiempos cortos, por ello la ecuacion de Ward-Tordai se basa en la teoria de
difusién general que considera la ocurrencia de dos fendmenos en el proceso de
envejecimiento de la superficie controlado por difusion: Primero, la difusion de
moléculas del seno de la disolucion hacia el sustrato y segundo, la contra-difusion
de las moléculas adsorbidas hacia el seno del liquido conforme la interfase se
enriguece en este material. Este Gltimo representa una contribucion sobresaliente

respecto a los modelos de difusion simple.

Se plantea la existencia de 3 regiones en el sistema: el seno del liquido, es decir,
el liqguido alejado de fronteras; la interfase o superficie y el sustrato o capa
adyacente a la superficie (Figura 1.10). Al inicio del proceso el tensoactivo se
encuentra en el seno de la disolucién y comienza a desplazarse hacia el sustrato
para ser adsorbido directamente en la superficie recién formada que en esta
condicion dispone del maximo nimero de espacios vacios. En esta primera etapa
todas las moléculas que llegan al sustrato tienen la misma probabilidad de
encontrar un espacio disponible para la adsorcion. Con base en esto es posible
establecer las siguientes condiciones limite: (i) al inicio del proceso no hay
moléculas de tensoactivo en la interfase y en cualquier punto del seno de la
disolucion se tiene la misma concentracion C=C; y (ii) la coordenada espacial z
es la distancia medida desde la superficie del liquido hacia el seno de la

disolucién, siendo z=0 la superficie.

Interfase=— | z=0

—Sustrato e | =+

Seno del
liquido

Figura 1.10 Regiones principales en el sistema: interfase, sustrato y seno del liquido
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1. MARCO TEORICO

La relacion que describe la concentracion superficial como funcion del tiempo, a

tiempos cortos e ignorando el efecto contradifusivo es:

I = Cy \/% (1.16)

Donde C., es la concentracion de la solucién, D es el coeficiente de difusion, t es el
tiempo y 1= 3.1416.

A tiempos cortos la superficie se encuentra practicamente libre de tensoactivo,
esto sugiere que el sistema se comporta idealmente, por lo que es posible
expresar la concentracion de superficie I'(t) mediante la ecuacion superficial de

estado ideal bidimensional en términos de la presion superficial dinamica (t) **:

(t) = RTCo \/% (1.17)

Donde R es la constante de los gases ideales y T es la temperatura en Kelvin.

Conforme transcurre el tiempo la superficie se ve enriquecida con material
adsorbido, disminuye el nimero de espacios y por lo tanto la probabilidad de que
las moléculas de tensoactivo que llegan al sustrato sean adsorbidas. Esto da lugar
a la contra-difusion de tensoactivo. Por esto Ward y Tordai propusieron la

ecuacion que considera la difusion y la contra-difusion:

I(t) = zcm\/% — zjgff COAWT=R) (1.18)

Donde C,, es la concentracion de la solucion, C(t) es la concentracion del sustrato
gue es funcién del tiempo y u representa todos los tiempos inferiores a t. El

segundo término de la ecuacién es el que representa la contra-difusion.

% sandoval Ibarra F. D., Tension Superficial Dindmica de Complejos de Inclusion a-Ciclodextrina +

Tensoactivo no Iénico en Medio Acuoso, Tesis de Maestria, Facultad de Quimica UNAM, 2011.
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1. MARCO TEORICO

1.4.3.1 Soluciones asintéticas a la ecuacion Ward-T  ordai *°

Las soluciones asintéticas se enfocan en la region a tiempos cortos t—0, y en la
region a tiempos largos t—« cuando el sistema casi ha alcanzado las condiciones
de equilibrio. La aproximacién a tiempos cortos Unicamente toma en cuenta la
difusion de molécula del seno de la disolucion hacia la interfase ya que al inicio del
proceso de adsorcion no existe material en la interfase que impida el depdésito de
las moléculas que llegan al sustrato, entonces despreciando el término integral de

la ecuacion de Ward-Tordai (1.18), se obtiene:

I(t) = 2Cy \/% (1.19)

1.4.3.2 Propiedades cinéticas

El coeficiente de difusiobn D es un indicador sobre el fendbmeno dominante en el
proceso de envejecimiento de la superficie, que puede ser controlado por el
transporte de las moléculas desde el seno de la solucion hacia la region inmediata
a la superficie o controlado por el proceso de adsorcion en la superficie, aunque
ambos procesos se presentan en el sistema. La expresion de Ward-Tordai a
tiempos cortos, ecuacion (1.19), describe sistemas donde solo se presenta
difusion.

n(t) = 2RTC,, \/gﬁ (1.20)

Esta expresion se puede representar graficamente como una recta con ordenada
al origen igual a cero, donde la pendiente contiene al coeficiente de difusion,
D*(Figura 1.11).

> sandoval Ibarra F. D., Tensidn Superficial Dindmica de Complejos de Inclusion a-Ciclodextrina +

Tensoactivo no Iénico en Medio Acuoso, Tesis de Maestria, Facultad de Quimica UNAM, 2011.
16 .
Ibidem.
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n(t) = 2RTC,, /%
m=2RTCeo, (2
b4

v

Jt

Figura 1.11 Presion superficial w-vs-t
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2
TERMODINAMICA DE LA INTERACCION CD-FARMACO *

Los parametros termodinamicos que se consideran en este trabajo son la entalpia
(AH), entropia (AS) y energia libre de Gibbs (AG). Los valores de estos
parametros fueron calculados a partir de los resultados obtenidos mediante el

modelo 1:1 utilizado por el calorimetro (TAM).

La formacién del complejo CD-Q a partir de una microtitulacion, considerando que
la estequiometria es 1:1 corresponde a la siguiente ecuacion:

[cD] + [Q] & [CD — F] (2.1)
Donde:
[CD] = concentracion de CD
[@]= concentracion de Quercetina
[CD — F] = concentracion del complejo CD-Q

El calculo de la constante de equilibrio esta dado por la siguiente expresion:

_ [cp-q]
€4 " [cD][F] (2.2)

2.1 Calculo para determinar los valores de entalpia  y constante de equilibrio

Dado que la entalpia es una funcion de estado, en una titulacion, el calor total
(AH) es igual a la suma del calor de dilucién de la CD (AHgi.cp) mas el calor de
dilucion del farmaco (AHgi.r) mas el calor de formacién del complejo CD-F (AHcp.

)

(AH1ot)= (AHgi-.co) + (AHdiF) + (AHcp-F) (2.3)

! Alvarez Lépez Enrique, Microencapsulacion de antihistaminicos con ciclodextrinas. Caracterizacion
termodindmica, Tesis de Licenciatura, Facultad de Quimica UNAM, 2005.
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2. TERMODINAMICA DE LA INTERACCION CD-FARMACO

por lo cual para determinar la entalpia de formacion del complejo CD-F (AHcp.F) €s
necesario restar el AHgj.cp, (o cual se hace simultdneamente en el experimento) y

el AHgi.¢, lo cual se hace por separado.

Al realizar una adicion de la solucion de CD, el balance de energia queda definido

con la siguiente ecuacion:

Qp = AHy = C2AH o, (2.4)
Donde:
[CD — F] = K.4[CD][F] como despeje de la ecuacion (2.2) (2.5)
[CD]y = [CD] + K q[CD][F] (2.6)

El balance de materia para la ciclodextrina, donde [CD], es la concentracién inicial
de la CD, lleva a una ecuacion de dos incognitas, ecuacion que se ajusta a los

valores experimentales con la estequiometria 1:1:

= —— 2.7)

AHy  AHgor  AHpot[FlKeq

Después de una inyeccion, la concentracion de farmaco libre es:
[F]1 =[F]o — [CD — F] (2.8)

Donde [F], es la concentracion del farmaco antes de la adicion de la solucion de
CD. Despejando el valor de [CD — F] en la ecuacion (2.4) para después sustituirse
en la ecuacion (2.8), la ecuacion queda:

AH¢ot

[F] = [Flo — [CD]o (2.9)

Las ecuaciones (2.7) y (2.9) son las ecuaciones del modelo del equipo utilizado

(TAM) que se ajustan a los resultados obtenidos del potenciograma. Estos datos
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2. TERMODINAMICA DE LA INTERACCION CD-FARMACO

se ingresan en el software del equipo para determinar los valores de 4H y la K.q y

con éstos calcular otros parametros termodinamicos.
2.2 Célculos para determinar los valores de energia  libre de Gibbs y entropia

Con los valores obtenidos de 4H y K., €l calculo de 4Gy AS se realiza con las

siguientes ecuaciones:
AG = —RTInkK,, (2.10)

Donde R es la constante de los gases y T es la temperatura. Debido a que el valor

de K., tiene un error (), el valor de AG es un promedio:

_ [RTIn(Keq+error)]|+[RTIn(Keq—error)]
- 2

AG

(2.11)

En un fendbmeno espontaneo a temperatura y presion constantes, AG debe ser

negativo.
AG = AH — TAS (2.12)

En esta ecuacién es posible distinguir dos contribuciones al valor de AG: una
entalpica (AH) y una entropica (TAS). Para calcular el valor de la entropia se utiliza

la siguiente ecuacion:

__ [(AH+error)—AG]+[(AH—error)—AG]
2

TAS (2.13)
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METODOLOGIA

Material

Matraces erlenmeyer de 50 mL

Agitadores magnéticos

Espatula cromo niquel

Jeringa de plastico de 1 mL

Jeringas de vidrio de 25 y 50 mL

Jeringas de Plastico de 3y 5 mL

Jeringas de vidrio con canula para titulacion 2500 pL
Piseta con agua destilada y desionizada

Piseta con acetona

Aguja con diametro de 0.95 mm

Centrifuga

Tanque de nitrégeno

Balanza analitica

Parrilla de agitaciébn magnética

Sonicador

Desionizador de agua

Destilador de agua

Calorimetro de titulacion isotérmica Thermal Activity Monitor (TAM) Thermometric,
Sweden.

Tensiometro de gota pendiente (DataPhysics OCA 20 instruments, Germany)

Reactivos

Agua desionizada y desgasificada

Alcohol etilico absoluto (J. T. BAKER pureza 99.5%)
Quercetina anhidra (SIGMA-ALDRICH)
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3. METODOLOGIA

B-Ciclodextrina hidratada (BCD) (ALDRICH) con 11.99% de H,O determinado por
el método de Karl-Fisher

2-Hidroxipropil-B-Ciclodextrina M.S. 0.8 (2-HP-BCD) (SIGMA-ALDRICH)
Dimetilsulféxido (DMSO)(SIGMA pureza 99.5%)

Hidroxietilcelulosa HEC (Natrosol) masa molar promedio (335 000 g/mol)
determinado por el método de viscosidad capilar en el laboratorio del Dr. Jesus

Gracia Fadrique por la M. en C. Xelhua Marcos Benitez

3.1 Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC)

La calorimetria es el estudio de la transferencia de calor durante procesos fisicos y
guimicos, un calorimetro de titulacion isotérmica es un dispositivo que mide dicha
transferencia de calor. La formacion de complejos de inclusion se realiz6 por
calorimetria de titulacion isotérmica que es una técnica analitica utilizada para
medir directamente el calor asociado que se desprende o absorbe en las
reacciones quimicas o en lo cambios fisicos. El efecto térmico neto de las
interacciones puede ser suficiente para determinar la entalpia de formacion y la
constante de equilibrio de los complejos formados. Esta técnica mide el calor
liberado o absorbido a presidén constante de tal forma que se obtiene el valor de la

entalpia de reaccion.

El calorimetro utilizado fue un 2277 Thermal Activity Monitor (TAM). Es un equipo
altamente sensible, en el que se pueden monitorear reacciones endotérmicas y/o
exotérmicas y puede cuantificar diferencias de temperatura de 10° °C. Tiene un
bafio de agua de 25 L que actia como termostato, manteniendo la temperatura
constante que oscila en un rango de #2.0 * 10 °C, en este bafio de agua se
encuentran sumergidos 4 cilindros de medicion, por lo que se pueden monitorear y

cuantificar hasta 4 reacciones de forma simultanea.

En cada cilindro de medicion, existen 2 cavidades en las que se insertan las
celdas de referencia y muestra. Ambas cavidades estan rodeadas en la parte

inferior por elementos Peltier. El elemento Peltier es un sistema conformado por
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3. METODOLOGIA

termopilas extremadamente sensibles, capaces de medir gradientes de
temperatura inferiores a una millonésima de grado Celsius. Este detector
altamente sensible, convierte el flujo de calor liberado en sefiales de voltaje, las
cuales son captadas por un amplificador y después enviadas al monitor. La

informacion es guardada en el equipo.

En la figura 3.1 se muestra el TAM y sus principales componentes.

Voltimetro Y . Cubierta con bisagras

: Ampu]a removible

Cilindro
de mediciones

Termostato
de agua

Conexiones de
agua circulante

Bomba de agua

Unidad
“reguladora de

temperatura

Figura 3.1. Representacion esquematica del Calorimetro de titulacion isotérmica (TAM).
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Ir‘ r'lf_'f”"
1

Elementos I i

L
Paltier e L J —

Figura 3.2. Elementos Peltier convierten la energia calorifica en una sefal de voltaje.

3.1.1 Formacion de complejos de inclusion

Para realizar los experimentos se emplearon 2 jeringas idénticas con una canula
especial, éstas contenian la solucidon de ciclodextrina. En la celda de muestra se
coloco la solucién acuosa de farmaco y en la celda de referencia se coloco el

disolvente.

La soluciébn de ciclodextrina se agregd simultineamente con las jeringas,
manteniendo una agitacion constante. De esta manera, el calor de dilucion de la

ciclodextrina se resta al calor total del proceso.

Los resultados de la microtitulacion isotérmica se almacenan en la computadora
en forma de potenciogramas (graficas de potencia vs tiempo), los cuales se
analizan mediante el software Digitam 4.1 para determinar las areas bajo la curva
de cada adicion realizada, que corresponden a la cantidad de calor liberada o

absorbida en cada inyeccion.
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Jeringas de inyeccion con
disolucion de ciclodextrina

Celdade reaccion con Celda de referencia Bario de agua 25 °C
disolucién de Quercetina con disolvente

Figura 3.3.Disefio experimental para la calorimetria de titulacion isotérmica (ITC)

La figura 3.4 presenta un potenciograma tipico obtenido en un experimento. Las
areas obtenidas se ingresan en otra herramienta del mismo software junto con las
condiciones experimentales para determinar la entalpia de reaccion y la constante

de equilibrio mediante el ajuste del modelo de Eftink y Biltonen* (Figura 3.5)

0.0 !

15 30 Time,hout

Figura 3.4. Potenciograma

! Eftink, M, Biltonen, R. Biological Microcalorimetry, Ed. Beezer, A.E. Academic press NY (1980).
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iMmlel
M+L=ML; B, AH,
Thermodynamic Parameters

B1 18.01766 1/M
AH, 27.39530 kJ/mol
Estimated Errors
B1 2.092368E+00 1/M
AH, 2.817589E+03 J/mol
Covariance
B1 AH,

B1 2.41222E+10 -3.24275E+13
AH;  -3.24275E+13 4.37418E+16

Statistics
Degrees of freedom 37
Chi-square 6.715216E-09
Reduced chi-square 1.814923E-10
Std error of point 1.347191E-05
Series
Series No 1

Number of data points 39

Conc of M in vessel  2.356 mmol/l
Conc of L in syringe  19.007 mmol/l
Volume in vessel 1.704 ml

Figura 3.5. Ejemplo de los datos obtenidos por medio del software

3.2 Determinacion de la tension superficial mediant e el método de gota

pendiente

Se han descrito muchos métodos para la medicion y célculo de la tension
superficial de los liqguidos como, por ejemplo, el método del peso de la gota, el
ascenso capilar, el método del anillo de du Nouy, la placa de Wilhelmy y el de la
gota pendiente, entre otros. EI método de gota pendiente es uno de los mas

utilizados por su versatilidad.

Cuando se deja colgar una gota, eventualmente se produce una geometria debida
al equilibrio entre la fuerza de gravedad que tiende a estirar la gota y la fuerza de

tension que tiende a encogerla.
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Este método es relativamente simple, ya que exige medir dos longitudes, lo cual
se hace facilmente con un telemicroscopio o sobre una macrofotografia (Figura
3.6).

Figura 3.6 Imagen de una gota obtenida en el tensiémetro de gota pendiente

El equipo requiere una celda termostatada (para controlar la temperatura) y un

dispositivo de telemedicion de longitud montado sobre un banco optico.

Es uno de los métodos mas utilizados para la medicion de tension superficial, por
su facil operacién. Si se cuenta con un excelente equipo 6ptico es posible obtener

una buena precision.

Se toma la imagen de una gota, ésta se amplifica y se mide el didmetro maximo y

el diametro menor a la distancia de la base de la gota.

El célculo de la tensién superficial mediante el método de la gota pendiente esta
descrito por la ecuacién de Laplace-Young, es una ecuacién diferencial ordinaria
de segundo orden no lineal. Este método fue sugerido por Worthington y
Ferguson, esta basado en la medicion del contorno de la gota colgante. Se
optimizé integrando la ecuacion de equilibro mecénico para dos fluidos
homogéneos separados por una interfaz obteniendo una forma de gota tedrica.

Esta gota tedrica es comparada con la forma de gota experimental.
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Para una gota simétrica la ecuacion de Laplace—Young puede ser escrita como:

(+-)=-LLy+ = (3.1)

R1 RZ g O'RO
Donde:

o es la tension superficial, R1 y R, son los radios principales de curvatura, Ap es la
diferencia de densidades entre la fase liquida y la gaseosa, g la aceleracion
gravitacional y Rq es el radio de curvatura en y = 0 (figura 2.6). Ro, Dey Ds son: los
radios principales de curvatura eny = 0, el diametro ecuatorial y el didmetro de

cuello, respectivamente (Figura 3.7).

Figura 3.7 Variables geométricas de una gota colgante.

En la actualidad existen varios tipos de andlisis de gotas con simetria axial o
ADSA, siendo una técnica muy eficaz para la medicion de propiedades en la

interfaz de la gota®.

% ). FARINAS, et. al. Determinacién de la tension superficial mediante digitalizacion de imdgenes de la gota
colgante, Informacién Tecnoldgica (1998), Vol. 9 N2 1, pp. 167-173.
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Figura 3.8 Representacion del sistema de medicion

3.2.1 Microencapsulacién con HEC

Se determind la tension superficial de diferentes soluciones acuosas de HEC

variando su concentracion a temperatura constante.

Para preparar las soluciones, se pesoO cierta cantidad de HEC y se agrego
suficiente agua desionizada para obtener la concentracion deseada. Las
soluciones fueron agitadas durante un dia y posteriormente se determind la

tension superficial de cada una.

Posteriormente se dispers6 HEC durante 3 horas y enseguida se agrego
guercetina manteniendo la agitacion hasta obtener una solucibn homogénea.
Después se centrifugd cada solucién durante el tiempo necesario para observar

claramente la separacion del sobrenadante formado por agua y HEC.

El material de vidrio que se utilizé para la preparacién de las soluciones se lavo
con cloroformo para retirar cualquier sustancia organica que pudiera afectar la
tension superficial, posteriormente se enjuagé con etanol y finalmente con agua

desionizada.

La jeringa y la aguja se lavaron con agua corriente, posteriormente con 50 mL de
etanol y finalmente para eliminar el etanol se utilizaron 50 mL de agua
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3. METODOLOGIA

desionizada. Tanto la aguja como la jeringa se secaron con nitrogeno. La jeringa
se llené con la solucién muestra y se eliming el aire para que no afectara las

mediciones.

En el tensiometro, se coloco la jeringa y se sujetd de manera que quedara firme,
enseguida se formé una gota y se verificd que no tuviera burbujas, se tiraron 3 0 4
gotas y luego se dejé una gota suspendida durante 30 minutos para alcanzar el
equilibrio térmico dentro de la celda a 18.8 °C. Pasados los 30 min se procedi6 a
desechar otras 3 gotas y nuevamente se formo otra gota a la cual se le realizaron

las mediciones de tension superficial que se reportan en este trabajo.

El programa almacena las imagenes y posteriormente se realiza el célculo de la

tension superficial mediante el ajuste de la ecuacion de Young-Laplace (3.1).
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4

RESULTADOS Y ANALISIS

4.1 Complejos de inclusién

Se realizaron pruebas de solubilidad cualitativas a la Quercetina en distintas

mezclas para elegir el disolvente que se utilizaria.

» Etanol-Agua
* Dimetilsulféxido —Agua

* Propanol- Agua

Primeramente se eligio trabajar con etanol, ya que era uno de los disolventes en
los cuales se disolvia una mayor cantidad de Quercetina. La ciclodextrina elegida
fue la - Ciclodextrina.

4.1.1 Estudio de la formacion de los complejos Quer cetina-BCD y
Quercetina-2-HP- BCD en Etanol-Agua al 50 % v/v a 298.15 K

Los primeros experimentos realizados ayudaron a establecer en qué condiciones
se podia trabajar (concentracion de quercetina, BCD, disolvente, método, etc.).
Los resultados de los potenciogramas muestran un comportamiento indicativo de
la formacion del complejo Quercetina-BCD en el experimento 1 como se observa
en las figuras 4.1y 4.2.
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Figura 4.1. Potenciograma correspondiente al complejo Quercetina-BCD en etanol-agua 50 % v/v a

kJ/mol
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Figura 4.2. Entalpograma correspondiente a la formacién del complejo Quercetina-BCD en etanol-

agua 50 % v/v a 298.15 K

Posteriormente se probo también la 2-HP-3-CD como anfitrion (experimento 2 y 3),

esta ciclodextrina presenta una mayor solubilidad en agua. Se repitio el

experimento cambiando las condiciones experimentales (ver Tabla 4.1), como el

namero de inyecciones y el volumen inyectado. Las figuras 4.3, 4.4, 45y 4.6

muestran los resultados obtenidos:
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Figura 4.3. Potenciograma correspondiente a la formacion del complejo Quercetina-2-HP-BCD en
etanol-agua 50 % v/v a 298.15 K (experimento 2)
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Figura 4.4 Entalpograma correspondiente a la formacion del complejo Quercetina-2-HP-BCD en
etanol-agua 50 % v/v a 298.15 K
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Figura 4.5 Potenciograma correspondiente al complejo Quercetina-2-HP-BCD en etanol-agua 50 %
viv a 298.15 K (experimento 3)
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Figura 4.6 Entalpograma correspondiente a la formacion del complejo Quercetina-2-HP-BCD en
etanol-agua 50 % v/v a 298.15 K

A pesar de la buena calidad del experimento no hay reproducibilidad de los

parametros termodindmicos obtenidos como lo muestra la tabla 4.1, lo cual
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atribuimos a la alta volatilidad del etanol (P=59.03 mmHg?), por lo que se decidié

cambiar el disolvente; se escogié al DMSO (P= 0.6 mmHg?) que es menos volatil.

Tabla 4.1. Parametros termodinamicos obtenidos para

complejos Quercetina-
al 50 % v/iv a 298.15 K

la formacion de los
BCD y Quercetina-2-HP- BCD en la mezcla Etanol-Agua

Experimento Cosolvente

Condiciones experimentales

Parametros termodinamicos

Etanol-Agua
2 50%

viv

[BCD ]= 11.115 mmol L™
[Quercetina] = 1.1589 mmol L™
No. de inyecciones= 15
Vol. inyeccién = 100 pL
Sensibilidad = 300 pW
Temperatura = 298.15 K
*Sin considerar la dilucion de la

Quercetina

AH = - 250.9 +50.0 kJ mol™*
Keg=27 £6M™*

[2-HP-BCD M.S. 0.8]= 19.618 mmol L™
[Quercetina] = 1.101 mmol L™
No. de inyecciones= 36
Vol. inyeccién = 50 pL
Sensibilidad = 300 pW
Temperatura = 298.15 K
*Sin considerar la dilucion de la

Quercetina

AH = - 423.5 +31.3 kJ mol™
Keq =182 M™

[2-HP-BCD M.S. 0.8 ]= 14.960 mmol L™
[Quercetina] = 0.9952 mmol L™
No. de inyecciones= 67
Vol. inyeccion = 30 pL
Sensibilidad = 1000 pW
Temperatura = 298.15 K
*Sin considerar la dilucion de la

Quercetina

AH = - 1080.5 + 20.7 kJ mol™**
Keg=53+1M™*

! Riddick, J.A. et. Al Organic Solvents Physical properties and methods of purification, 4™ Ed. John Wiley &

Sons (1986).
%lbidem.
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4.1.2 Estudio de la formacion de los complejos Quer cetina-BCD y
Quercetina-2-HP- BCD en DMSO-Agua al 50 % v/v a 298.15 K

Los primeros experimentos fueron realizados para determinar las condiciones de
trabajo. La figura 4.7 muestra el resultado obtenido para la calorimetria de
titulacion isotérmica del sistema Quercetina-CD en DMSO-Agua al 50% v/v a
298.15 K. Cualitativamente se observa que el potenciograma indica la formacién

del complejo deseado.

La figura 4.8 muestra el potenciograma correspondiente a la diluciéon de la
Quercetina en DMSO-Agua 50% v/v a 298.15 K.

La figura 4.9 presenta el AHcp.r en funcion de la concentracion de BCD agregada
en 65 inyecciones, a la cual ya se le ha restado el AHgi.r (experimento 4). A este
conjunto de datos se ajusta el modelo para la formacién del complejo 1:1
(Quercetina: BCD) utilizando el software DIGITAM 4.1, el cual arroja los resultados
gue se muestran en la tabla 4.2. Como se observa, el proceso de formacion del
complejo es espontdneo y exotérmico, desprendiéndose una gran cantidad de
energia (808.4 kJ mol™) e implicando una gran disminucién de entropia, es decir,
el proceso esté dirigido por la entalpia y acompafiado por una gran disminucion de
entropia debidos tal vez a la formacién de puentes de hidrogeno entre los
componentes. Garcia-Rio et. al., reportan la posible formaciéon de complejo entre
DMSO y BCD?, por lo cual se decidi6 realizar el experimento de titulacion
calorimétrica de BCD en DMSO-Agua 50 % v/v a 298.15 K, y no se encontrg
evidencia de la formacién de dicho complejo. El potenciograma y entalpograma de

este experimento se muestran en las figuras 4.10 y 4.11.

* L. Garcia-Rio, et. al., Evidence for complexes of different stoichiometries between organic solvents and
cyclodextrins, Organic &Biomolecular Chemistry (2006), Vol. 4 pp. 1038-1048.
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Figura 4.7 Potenciograma correspondiente a la formacion del complejo Quercetina- BCD en
DMSO-agua al 50 % v/v a 298.15 K (experimento 4)

En este potenciograma se puede ver que las sefales correspondientes a las
titulaciones fueron muy grandes respecto a las obtenidas utilizando etanol, por lo
gue se realiz6 el experimento correspondiente a la dilucién de la Quercetina,

obteniendo lo siguiente:

P,.mwW
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Figura 4.8 Potenciograma correspondiente a la dilucién de Quercetina en DMSO-agua al 50 % v/v
a 298.15K
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El entalpograma obtenido para la formacién del complejo Quercetina- BCD fue:

kJ/mol Calculated <Current> Ignored

120

90

dQ/dAmount

60

30

Figura 4.9 Entalpograma correspondiente a la formacién del complejo Quercetina- BCD en DMSO-

agua al 50 % v/v a 298.15 K
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Figura 4.10 Potenciograma correspondiente al complejo DMSO-BCD en agua a 298.15 K
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dQ/dAmount
s

Figura 4.11 Entalpograma correspondiente al experimento DMSO- BCD en agua a 298.15 K

Posteriormente se estudio la formacion del complejo Quercetina- 2-HP-BCD en la
mezcla DMSOl/agua al 50 % viv a 298.15 K (experimentos 5 y 6). Los
potenciogramas y entalpogramas correspondientes a los 2 experimentos se

muestran en las figuras 4.12, 4.13, 4.14 y 4.15.

La determinacion de la entalpia de formacion del complejo resulté exitosa y
reproducible como se muestra en la tabla 4.2. En el caso de la constante de
equilibrio la diferencia obtenida cae dentro del error experimental, por lo cual seria
conveniente realizar mas experimentos para reducir la incertidumbre del valor

obtenido. Por estos resultados ya no se trabajo con otro cosolvente.
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Figura 4.12 Potenciograma correspondiente a la formacion del complejo Quercetina- 2-HP-BCD en
DMSO-agua al 50 % v/v a 298.15 K (experimento 5)
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Figura 4.13 Entalpograma correspondiente a la formacién del complejo Quercetina- 2-HP-BCD en
DMSO-agua al 50 % v/v a 298.15 K
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Figura 4.14 Potenciograma correspondiente a la formacién del complejo Quercetina- 2-HP-BCD en
DMSO-agua al 50 % v/v a 298.15 K (experimento 6)
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Figura 4.15 Entalpograma correspondiente a la formacién del complejo Quercetina- 2-HP-BCD en
DMSO-agua al 50 % v/v a 298.15 K
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Tabla 4.2 Parametros termodinamicos obtenidos para

complejos Quercetina-
al 50 % v/v a 298.15 K

la formacién de los
BCD y Quercetina-2-HP- BCD en la mezcla DMSO-Agua

Condiciones experimentales

Parametros termodindmicos

Experimento Disolvente
4
DMSO-Agua
5 50%
viv
6

[BCD ]= 13.701 mmol L™
[Quercetina] = 2.916 mmol L™
No. de inyecciones= 65
Vol. inyeccion = 30 puL
Sensibilidad = 1000 pwW
Temperatura = 298.15 K
Considerando la dilucion de la

Quercetina

AHcp.r = - 808.4 +37.7 k mol™
Keg=27£2M™
AG=-8.2 +0.2kJ mol™
TAS=-799.8 + 37.7 kJ mol™

[2-HP-BCD ]= 19.088 mmol L™
[Quercetina] = 2.358 mmol L™
No. de inyecciones= 40
Vol. inyeccion = 30 puL
Sensibilidad = 100 yW
Temperatura = 298.15 K
Considerando la dilucion de la

Quercetina

AHcpr = -11.7 +1.2 kJ mol™
Keg =127 £22 M™
AG=-12.0 + 0.5 kJ mol™
TAS=0.3 +1.3kJ mol™

[2-HP-BCD ]= 19.007 mmol L™
[Quercetina] = 2.356 mmol L™
No. de inyecciones= 40
Vol. inyeccion = 30 puL
Sensibilidad = 100 yW
Temperatura = 298.15 K
Considerando la dilucion de la

Quercetina

AHcp.r = - 12.7 +0.9 kJ mol™
Keq =403 M™
AG=-9.1 +0.2 kJ mol™
TAS=-3.7 +3.1 kd mol™
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4.2 Tensiometria
4.2.1 Caracterizacion del polimero

Con la finalidad de explorar otra alternativa para la microencapsulacion de la
guercetina, se estudio el sistema quercetina+(HEC+ agua) mediante la técnica de

tensiometria de gota pendiente.

Se determind la tensidon superficial de soluciones de polimero (HEC) a 291.95K
utilizando un tensiometro DataPhysics OCA 20 instruments, Germany (Figura
4.16). La tabla 4.3 muestra las diferentes concentraciones a las cuales se hicieron
estas determinaciones Yy los resultados obtenidos. En todos los casos la duracién
del experimento fue de 3 horas durante las cuales el equipo adquirié datos
mediante un software cada minuto. La figura 4.17 muestra el comportamiento de
este sistema, a bajas concentraciones de HEC se observa una caida drastica de la
tension superficial y eventualmente se obtiene un valor constante que corresponde
a la tension superficial del sistema en equilibrio. Este comportamiento nos indica

gue el polimero tiene actividad superficial.

Figura 4.16. Tensiometro DataPhysics OCA 20 instruments, Germany.
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Tabla 4.3.Valores de tensién superficial obtenidos
de HEC a 291.95K

para cada concentracion

0 0 72 0 - 0
0.00001 2.99 x 10° 66.26 537 x 107" -21.34 5.74
0.000015 4.48 x 10° 64.61 8.06 x 107" -20.94 7.39
0.00003 8.96 x 10° 63.73 1.61 x 10~ -20.25 8.27
0.000075 2.24x 107 63.63 4.03x 107 -19.33 8.37
0.00015 4.48x 107 61.86 8.06 x 107 -18.64 10.14
0.00125 3.73x 10° 60.81 6.71 x 10° -16.52 11.20
0.0025 7.46 x 10° 60.48 1.34x 10" -15.82 11.52
0.005 1.49 x 10 59.71 2.69x 107 -15.13 12.29
0.01 2.99 x 10” 59.26 5.37x 10" -14.44 12.74
0.015 4.48 x 10° 59.02 8.06 x 10’ -14.03 12.98
0.025 7.46 x 10° 59.00 1.34x 10° -13.52 13.00
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Figura 4.17 Isoterma de HEC a 291.95 K

4.2.1.1 Calculo de la Concentracién de Agregacion C  ritica (CAC)

Para determinar la concentracion de agregacion critica (CAC) se utilizaron
diferentes modelos. La figura 4.18 muestra la presion superficial (1) en funcién del
logaritmo natural de la concentracién expresada en fracciéon mol (Inx). De acuerdo
al modelo de Gibbs, ecuacién (1.6), analizado en el capitulo 1, el punto de
inflexion corresponde a (T, Inx.,;) de donde se obtiene que CAC = 3.2 x 10°
mol/L = 0.011 g/mL. Utilizando el modelo de Volmer (figura 4.19) analizado en el
capitulo 1, ecuacion (1.12), la ordenada al origen corresponde a —Inxg,-, de

donde se obtiene:

CAC= 3.4 x 10°M = 0.011 g/mL.
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Figura 4.19 Representacion de Volmer, HEC a 291.95 K
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En la tabla 4.4 se encuentran los diferentes parametros fisicoquimicos obtenidos a
partir de los modelos de Volmer y Gibbs, correspondientes a la HEC utilizada,
determinados a 291.95 K

Tabla 4.4. Parametros fisicoquimicos correspondient  esa HEC a 291.95 K

Pardmetro Modelo
TTmax (MN/mM) 13.00 £0.01
Iny” Volmer 14.3+0.2
Mmax (Mol/m°) Gibbs 42x10"
A (A°/molécula) Gibbs 399.01
AG (kJ/mol) Volmer -34.94
CAC (g/mL) Gibbs 0.011
Volmer
CAC [mol/L] Gibbs 3.2x107
Volmer 3.4x10°

4.2.2 Microencapsulacion de quercetina

Suponemos que la quercetina interacciona con la HEC porque a simple vista se
observa que la HEC logra dispersar la quercetina. Posteriormente se llevé a cabo
la centrifugacién de esta solucion y de esta manera la quercetina envuelta con
HEC se fue al fondo y en el sobrenadante quedo sélo la HEC libre. Para asegurar
gue la tension superficial del sobrenadante sélo se debia a la presencia de HEC,
se determind la tension superficial dinamica de una solucién saturada de

quercetina en agua y se observo que no tiene actividad superficial (Figura 4.19).

Se prepararon 3 soluciones manteniendo la concentracion de HEC constante y
variando la concentracion de quercetina, se centrifugaron y posteriormente se
determind la tension superficial del sobrenadante para observar si habia algun
cambio en la tension superficial al agregar la quercetina, de esta manera se
demostraria que efectivamente existe la interaccion quercetina-HEC, es decir, la

cantidad de HEC libre deberia variar y esto se notaria al cambiar la tension
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superficial. En la figura 4.20 se puede observar el cambio de tension superficial
cuando se agrega la quercetina. A mayor concentracion de quercetina, disminuye
la tension superficial del sobrenadante, lo cual confirma la hipotesis de que la HEC
esta microencapsulando a la quercetina. La tabla 4.5 muestra los valores de

tension superficial al equilibrio en el sobrenadante de cada solucion preparada.

74 | ! | ! | ! | !
1 B Quercetinatagua| |
A Agua

734 -
E 5 - A 4 “AA‘A
Z 7 AT AR ]
E
o § ]

71— -

70 T T T T T T T T
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tiempo [min]

Figura 4.19 Tension superficial dindmica del agua y de una solucion acuosa de quercetina a

291.95K
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Figura 4.20 Tension superficial dindmica de soluciones acuosas a concentracién de 0.01 g/mL de

HEC y diferentes concentraciones de quercetina (Q) a 291.95 K

Tabla 4.5. Valores de tension superficial tomados e  n cuenta para obtener la

tension superficial al equilibrio del sobrenadante a 291.95K

[Q]=0 g/mL [Q]=0.005 [Q]=0.0005 [Q]=0.00025g/mL
(MN/m) g/mL g/mL (mN/m)
(mN/m) (mN/m)
Ocq 59.13 61.43 60.82 60.54
™ 12.87 10.57 11.18 11.46
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4.2.2.1 Determinacion de la concentracion de HEC al  equilibrio

en cada sobrenadante

Por medio del modelo de Gibbs (Ec. 1.6), se puede calcular la concentracion de
HEC presente en el sobrenadante correspondiente a cada una de las tres
soluciones preparadas. Los resultados se presentan en la tabla 4.6 y nos indican
gue a mayor concentracion de quercetina en la solucién preparada, hay una

menor concentracion de HEC en el sobrenadante.

Tabla 4.6. Concentraciones de HEC en sobrenadante a  291.95 K calculadas a
partir de la interpolacion en la Figura 4.18 que mu estra el ajuste de la
isoterma de Gibbs a los datos experimentales

[Quercetina] en la [HEC] en el
solucion preparada sobrenadante
(g/mL) (g/mL)
0 0.0100
0.00025 0.0024
0.0005 0.0017
0.005 0.0010

4.2.2.2 Coeficiente de Difusiéon

El coeficiente de difusion se calcul6 utilizando la pendiente obtenida en el ajuste
lineal de la presion superficial dinamica por medio de la siguiente formula
proveniente del modelo de Ward y Tordai:
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m 2
b _(ZRTCO) d

Donde m es la pendiente de la recta, R, la constante de los gases ideales, T,
temperatura en Kelvin, Cy, la concentraciéon de la HEC en el sobrenadante y
7=3.1416. Los datos utilizados en los ajustes para las diferentes soluciones
preparadas (Figuras 4.21, 4.22, 4.23 y 4.24) son aquéllos que presentaron un
comportamiento lineal y una pendiente diferente de cero, descartando los puntos

de equilibrio ya que el valor de la presion superficial en esos puntos es constante.

En la tabla 4.7 se muestran los coeficientes de difusion obtenidos de los
sobrenadantes de cada solucion preparada, a menor concentracion de HEC el
coeficiente de difusion es mayor (Figura 4.25) debido a que la cantidad de
moléculas de HEC se encuentran mas libres para alcanzar la superficie y de esta

manera abatir la tension superficial.

16 T . .
J m Q=0g/mL .
15 - Regresion lineal| —
14 — —
13 -
= 12+ -
E ] ]
% 11 —
E 1 - _ Dt 1
10 - JTT=2RTCoo ? |
J os ]
9 2RTCoo |2 =0.0410[’”NS } 7
- IT m -
8 - -
7 T T

0 50 100
1
\/;[s A]
Figura 4.21 Presion superficial dinamica [Q]=0 g/mL
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°7 2RTCoo\/B =0.03 109[”’]\75} ]
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8 i T
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Figura 4.22 Presion superficial dinamica [Q]=0.00025 g/mL
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Figura 4.23 Presién superficial dinamica [Q]=0.0005 g/mL
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Figura 4.24 Presion superficial dindmica [Q]=0.005 g/mL

Tabla 4.7. Coeficientes de difusion (D) calculados  con el modelo de Ward y
Tordai

Quercetina [HEC] D
(g/mL) (g/mL) (cm?/s)

0 0,0140 1.145 x 10
0,00025 0,0015 6.458 x 10
0,0005 0,0010 1.562 x 107

0,005 0,0004 1.027 x 107
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Figura 4.25 Representaciéon D (coeficiente de difusién) vs [HEC] en sobrenadante
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5
Conclusiones

Se logré microencapsular a la Quercetina con BCD y 2-HP-BCD en agua utilizando
DMSO como cosolvente.

Se determinaron los parametros termodinamicos para la formacion de los
complejos Quercetina en BCD y 2-HP-BCD en DMSO-Agua al 50% v/v.

La microencapsulacion de la Quercetina en 2-HP-BCD es un proceso mas

favorable que con BCD de acuerdo a los parametros termodinamicos obtenidos.

La Quercetina no presenta actividad superficial ya que no afecta la tension

superficial del agua.

La Hidroxietilcelulosa tiene actividad superficial disminuyendo la tension superficial
del agua. Al agregar Quercetina a una solucion de HEC aumenta la tensién

superficial, indicando la interaccion Quercetina-HEC.

Existe diferencia detectable en la tension superficial dinamica en los sistemas
Quercetina-HEC en medio acuoso y HEC-Agua, lo que nos permite estudiar si hay

interaccion entre la que Quercetina-HEC.

Se calcularon los coeficientes de difusion a tiempos cortos mostrando que al
aumentar la concentracion de Quercetina (aumenta la interaccidon Quercetina-
HEC) provocando que el coeficiente de difusion sea mayor, lo que indica que se

incrementa el proceso de difusion.
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Recomendaciones para trabajo futuro

» Obtener los complejos sélidos formados con ciclodextrinas y HEC.

» Realizar la caracterizacion de los complejos formados mediante IR, rayos X,
RMN o DSC.

 Evaluar la viabilidad de la microencapsulacion en cuanto a costos,
eficiencia y eficacia de las técnicas utilizadas.

» Verificar la eficiencia de las técnicas empleadas para la microencapsulacion
de farmacos poco solubles.

* Obtener una forma farmacéutica para administrarse via oral.

» Realizar pruebas farmacoldgicas y de biodisponibilidad.
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Abreviaturas y simbolos
BCD B-Ciclodextrina

2-HP-BCD 2-Hidroxipropil-B-Ciclodextrina

HEC Hidroxietilcelulosa
DMSO Dimetilsulféxido
Q Quercetina

11B-HSD1 11B-Hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo 1

RL Radicales libres

ERO Especies reactivas del oxigeno

CDs Ciclodextrinas

DS Grado de sustituciéon molar

MS Numero de sustitucidn molar

AH Entalpia

AG Energia libre de Gibbs

AS Entropia

Keq Constante de equilibrio

R Constante de los gases ideales

T Temperatura

a Actividad

o] Tension superficial

o° Tension superficial del disolvente puro
T Presién superficial

w Presién reducida de superficie

Tlcac Presidn de saturacidn en la superficie
TUmax Presion superficial maxima
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I—méax

Xcac

3.1416

Coeficiente de actividad a dilucién infinita
Fraccion molar

Concentracién de la solucion

Area superficial por molécula
Concentracién superficial maxima
Concentracién de agregacion critica

Coeficiente de difusion
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