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INTRODUCCION

Los aceites esenciales son mezclas de metabolitos secundarios producidos por las
plantas arométicas. Por lo regular los componentes de los aceites esenciales son
terpenoides.

El orégano (Origanum wvulgare L.) es una planta aromaética que se emplea
como condimento en la preparacidon de varios alimentos; ademas, es empleado en
medicina tradicional para tratar desérdenes respiratorios, gastritis, dolor menstrual,
artritis reumatoide, desérdenes del tracto urinario, entre otros. Se ha estudiado la
composicién quimica del aceite esencial del orégano, en el cual se han encontrado
una gran variedad de monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos. Los
monoterpenos que se encuentran en mayor cantidad en el aceite esencial de
orégano son el timol y el carvacrol, en un 12.6 % y 14.5 respectivamente, y se sabe
que estos dos compuestos tienen propiedades antimicrobianas y antioxidantes, por
mencionar algunas (Teixeira et al., 2013).

Tanto el timol como el carvacrol poseen un gran potencial para emplearse como
conservadores en alimentos, pero al ser de naturaleza lipofilica, presentan una
solubilidad escasa en agua y son los responsables de darle el sabor y olor
caracteristico al orégano. Para contrarrestar esto, en este trabajo se estudid la
formacién de complejos de inclusidén de estos dos compuestos con f-ciclodextrina.
La B-ciclodextrina es un polisacdrido ciclico compuesto por siete unidades de D-
glucosa; debido a la conformacién de las unidades de glucosa, la forma de la B-
ciclodextrina es de cono truncado provocando que la cavidad de ésta sea de baja
polaridad y la parte externa sea hidrofilica. Un complejo de inclusidén se forma
cuando una molécula de baja polaridad entra a la cavidad de la B-ciclodextrina
mediante interacciones intermoleculares.

En este trabajo se determinaron las constantes de formacién de los complejos de
inclusion de timol y carvacrol con pB-ciclodextrina, respectivamente, mediante
espectrofotometria UV-Vis y calorimetria de titulacién isotérmica (ITC, por sus siglas
en inglés). En ambas técnicas se encontré que la B-ciclodextrina forma un complejo

con relacién estequiométrica de 1:1 con ambos terpenos y el log B de formacién en



ambos casos son muy cercanos (3.42+0.04 para timol y 3.35+0.06 para carvacrol).
Con ITC se pudieron determinar los pardmetros termodindmicos del proceso de
inclusién y en ambos casos el proceso se lleva a cabo de forma espontdnea (AG<O)
y son procesos exotérmicos (AH<O).

Una vez establecidos los valores de las constantes de formacién, se determind el
pKa de los complejos de inclusién, los cuales tuvieron valores mayores que los
correspondientes a los terpenos en medio acuoso.

Se empleé el método de Higuchi-Connors para estudiar el aumento de la
solubilidad de ambos terpenos en funcidon de la concentracion de B-ciclodextrina,

con lo cual se logré aumentar la solubilidad en un 60 %.
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Antecedentes



Ciclodextrinas

De acuerdo a Jean-Marie Lehn, la quimica supramolecular se define como la
quimica de las interacciones no covalentes que se presentan en los sistemas
moleculares complejos que se forman a partir de la asociacién de dos o maés

moléculas, que se conocen como anfitrién y huésped (Steed & Atwood, 2009).

Un grupo de compuestos que estudia la quimica supramolecular son los complejos de
inclusién formados entre ciclodextrinas y diversas moléculas de naturaleza hidrofébica

(Dodziuk, 2006).

Las ciclodextrinas son polimeros ciclicos conformados por D-glucopiranosa unidas por
enlaces a-(1—4). Se obtienen por la degradacién del almidén por la enzima
ciclodextrin-glicosil-transferasas. En la degradacién del almidén se obtiene diferentes
ciclodextrinas, siendo las més importantes las de 6, 7 y 8 unidades de glucosa. Las
diferentes ciclodextrinas se identifican como a, B o y dependiendo del nimero de
unidades de glucosa que estén presentes en su estructura (Figura 1.1) (Kurkov &

Loftsson, 2013).
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Figura 1.1. Estructura de las ciclodextrinas: a-ciclodextrina, B-ciclodextrina y y-ciclodextrina.



Poseen un arreglo de cono truncado con los grupos hidroxilo secundarios localizados
en el lado mé&s ancho y los hidroxilos primarios en el borde més estrecho. Gracias a
esta configuraciéon, la cavidad de la ciclodextrina es de baja polaridad y la parte
exterior hace que sea posible que se disuelva en agua (Dinar, Sahra, Seridi, & Kadri,
2014). Es por esto que las ciclodextrinas son capaces de formar complejos de inclusién

con moléculas de baja polaridad (Figura 1.2).
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Figura 1.2. Forma de cono truncado de a-ciclodextrina, B-ciclodextrina y y-ciclodextrina.

Las ciclodextrinas fueron descubiertas a finales del siglo XIX; la primera publicacién
acerca de estos compuestos se publicd en 1891. A. Villiers describi6 la obtencién de 3
g del producto de la digestién de almidén por una bacteria, a este producto lo llamé
celulosina ya que, al igual que la celulosa, la celulosina era resistente a la hidrolisis

4cida y no poseia propiedades reductoras (Kurkov & Loftsson, 2013).

En 1903, el microbidlogo austriaco Franz Schardinger publicé un articulo en donde
pudo obtener dos productos cristalinos a partir de la digestién bacteriana de almidén
de papa, y renombré a la celulosina como dextrina cristalina, las cuales cambid a o—
dextrina y B—dextrina. Schardinger demostré que las dextrinas pueden producirse a
partir de almidén obtenido por diferentes productos como papa, arroz o trigo y el
tipo de dextrina que se podia obtener dependia del tipo de bacteria que se utilizara
en la digestion del almidén. En 1911 publicé un articulo en donde se presentaban las

propiedades fisicoquimicas de las ciclodextrinas (Loftsson & Duchéne, 2007).

La existencia de la y-ciclodextrina fue conocida hasta 1935 por Freudenberg y Jacobi.
Freudenberg y Cramer sugirieron que existian ciclodextrinas con un nidmero mayor
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de unidades de glucopiranosa en su estructura y fue hasta 1965 que French la
descubrié. Freudenberg y colaboradores fueron quienes demostraron que las
ciclodextrinas poseen una estructura ciclica en donde las unidades de glucosa se
encuentran unidas por enlaces a-(1—4) y que tienen una cavidad central (Jansook,

Ogawa, & Loftsson, 2018).

Cramer describié en 1967 la estructura y las propiedades fisicoquimicas de a-, B-, y y-
ciclodextrina como es el tamafio de la cavidad (Figura 1.3), solubilidad, reactividad,
su capacidad de formar complejos y su efecto en la estabilidad de moléculas huésped

(Cramer, Saenger, & Spatz, 1967)(Tabla 1)

Figura 1.3. Dimensiones de las ciclodextrinas.




Tabla 1.1. Propiedades de las ciclodextrinas®.

Propiedad a B \

NuUmero de unidades de glucosa 6 7 8
Didmetro de la cavidad interior (pm) 972 1134 1296
Didmetro externo (pm) 1460 1540 1750
Volumen aproximado de la cavidad (106 pm?3) 174 262 427
Solubilidad en agua a 25 °C (g/100 mL) 14.5 1.85 23.2

Intervalo de temperatura de fusién (°C) 255-260 255-265 240-245

Nimero de moléculas de agua en la cavidad 6 11 17

pKa* 12.3 12.2 12.1

*(Dodziuk, 2006)

¥(Bernad Bernad, 1998)

La solubilidad de las ciclodextrinas es menor que las de sus andlogos lineales, ademas,
la solubilidad de la p—ciclodextrina es menor debido a que, por su estructura, puede
formar enlaces de hidrégeno intramoleculares. Es por esto que se han hecho
modificaciones quimicas a la estructura de las ciclodextrinas para aumentar la

solubilidad de éstas (Dodziuk, 2006).



Se ha descubierto que al sustituir alguno de los grupos hidroxilo de las ciclodextrinas
por un grupo hidrofébico aumenta la solubilidad en agua. Los derivados de
ciclodextrinas mas empleados son la 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, 2-hidroxipropil-
y-ciclodextrina, sulfobutiléter B-ciclodextrina, glucosil- B-ciclodextrina y maltosil-B-

ciclodextrina (Kurkov & Loftsson, 2013).

Para 1970, en Japdén se habian estudiado las propiedades quimicas de las
ciclodextrinas, asi como su produccién; e inicié su empleo en las industrias alimenticia
y cosmética. En la industria alimenticia se comenzaron a usar como estabilizadores de
saborizantes, asi como atenuante de olores y sabores no deseados. En la industria
cosmética, las ciclodextrinas cumplen el papel de estabilizadores de compuestos
quimicamente l&biles, haciendo que la accién del maquillaje sea mas duradera, se
emplean para disminuir la irritacién que producen ciertos compuestos y para eliminar

malos olores (Loftsson & Duchéne, 2007).

Para 1990, Japdn se convirtié en el pais que més ciclodextrinas consumia, alrededor
de 1800 toneladas al afo, de las cuales, 80% se empleaba en la industria alimenticia

y 10% en la cosmética; sélo el 5% era utilizada en la industria farmacéutica y agricola.

Por otro lado, el uso industrial de las ciclodextrinas en Europa y América fue menor
que en Japdn. A inicios de la década de los 90, Procter & Gamble lanzd un suavizante
de telas que estaba hecho a base de ciclodextrinas. Hoy en dia, es una de las

companias que maés ciclodextrinas usa (Loftsson & Duchéne, 2007).

El primer uso que tuvo la B-ciclodextrina en la industria farmacéutica fue en 1976
cuando en Japén se comercializaron las tabletas sublinguales Prostarmon E™, donde

el principio activo es la prostaglandina E2 (Loftsson & Duchéne, 2007).

En 1988, Chiesi Farmaceutici introdujo al mercado las tabletas de piroxicam/B-
ciclodextrina y el primer producto farmacéutico introducido en Estados Unidos fue
itraconazol/2-hidroxipropil-B-ciclodextrina en solucién oral, la cual fue aprobada en
1997. Las ciclodextrinas se utilizan como estabilizadores o para reducir la irritacién
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que producen algunos farmacos. En la Tabla 1.2 se presentan algunos medicamentos

que se comercializan como complejos de ciclodextrinas.

Tabla 1.2. Productos farmacéuticos que contienen ciclodextrinas (Loftsson & Duchéne, 2007).

Farmaco/ciclodextrina

Nombre comercial

Formulacién

Pais

a-ciclodextrina

Alprostadil (PGET)

Cefotiam hexetil HCI

B-ciclodextrina

Benexato HCI

Cefalosporina

Piroxicam

Nicotina

Omeprazol

Nitroglicerina

2-hidroxipropil-B-

ciclodextrina

Itraconazol

Cisaprida

Prostavastin

Pansporin T

Ulgut, Lonmiel

Meiact

Brexin, Cicladon

Nicorette, Nicogum

Omebeta

Nitropen

Sporanox

Propulsid

Solucién intravenosa

Tableta

Cépsula

Tableta

Tableta, supositorio

Tableta, chicle

Tableta

Tableta sublingual

Oral e inyeccidén
intravenosa

Supositorio

Japén, EE. UU., Europa

Japén

Japén

Japén

Europa, Brasil

Europa

Europa

Japén

Europa (EE. UU.)

Europa



Complejos de inclusidn

La forma de cono truncado de las ciclodextrinas (Figura 1.4) se debe a la configuracién
4C,y (conformacién de silla) de las unidades de glucopiranosa, con lo cual, los grupos
hidroxilo secundarios quedan alineados a la abertura méas ancha del cono, mientras
que los hidroxilos primarios, hacia la abertura més estrecha, haciendo que la parte
externa de las ciclodextrinas sea hidrofilica. Dentro de la cavidad se alinean los
hidrégenos y los oxigenos que participan en el enlace glucosidico, dando un ambiente

lipofilico (J Szejtli & Szente, 2005) (Mura, 2014).

Secundarios

I

O i

HO

Figura 1.4. Conformacién de las ciclodextrinas.

Tanto en solucién como en estado sélido, dentro de la cavidad de las ciclodextrinas,
se encuentran moléculas de agua; las cuales, pueden ser facilmente sustituidas por
huéspedes apropiados en donde se presenten interacciones favorables entre la
ciclodextrina y el huésped. Las interacciones ciclodextrina-huésped suelen ser no
covalentes como: interacciones hidrofébicas, disminucion de la tensién
conformacional, enlaces de hidrégeno, interacciones electrostaticas o fuerzas de Van
der Waals. Es importante considerar que la principal fuerza que hace que se lleve a
cabo la formacién del complejo es el reemplazo de las moléculas de agua (interaccién
poco favorable, alta entalpia) por una moléculas de menor polaridad (interaccién

apolar-apolar) (Mura, 2014).



Los complejos de inclusién con ciclodextrinas son de gran importancia debido a que
tienen diversas aplicaciones, en especial en la industria alimentaria. Las razones
principales por las que se emplean los complejos de inclusién son (Astray, Mejuto,

Morales, Rial-Otero, & Simal-Géndara, 2010):

e Evitar la descomposicion de compuestos lipofilicos sensibles a la luz, el oxigeno
y el calor.

e Solubilizar compuestos poco solubles en agua.

e Estabilizar fragancias, sabores, vitaminas y aceites esenciales.

e Suprimir olores y sabores no deseados.

e Liberaciéon controlada del huésped.

Métodos de obtencidn de complejos de inclusion.

Existen diferentes métodos para la obtencién de los complejos de inclusién; los

métodos méas empleados son (Bernad Bernad, 1998):

1. Mezcla de disolventes: tanto la ciclodextrina como el huésped son disueltos en
un disolvente miscible en agua para después mezclar ambas disoluciones y
dejar evaporar.

2. Adicién del huésped a una disolucién de ciclodextrina: En este caso, se agrega
el huésped a una disolucién de ciclodextrina hasta que el huésped se disuelva
por completo sin llegar a la saturacién del sistema.

3. Coprecipitacién: En este caso no se disuelve la ciclodextrina, sino que se
suspende en agua a temperatura ambiente y se controla la cantidad de huésped
afiadido.

4. Neutralizacién: En este caso, se disuelve la ciclodextrina en agua, se aumenta
el pH de la solucién y se afiade el huésped. Finalmente, se neutraliza agregando
solucién acida hasta que precipite el complejo de inclusién.

5. Mezcla fisica: Se coloca la ciclodextrina y el huésped en una mezcladora

durante un cierto tiempo.



6. Amasado: Se colocan la ciclodextrina y el huésped en un mortero y se
humedece con un poco de disolvente, se amasa hasta la incorporacién total y
se deja evaporar el disolvente.

7. Molienda: Se coloca la ciclodextrina y el huésped dentro de un molino durante
un tiempo determinado.

8. Fusion del huésped. El huésped se funde para después agregar la ciclodextrina

El método de obtencién de un complejo de inclusién dependerd de cada tipo de

huésped.

En medio acuoso, la cavidad de las ciclodextrinas se encuentra ocupada por moléculas
de agua, las cuales poseen una gran entalpia como resultado de las interacciones poco
favorables (polar-no polar). Esta alta entalpia de las moléculas de agua es la fuerza
motriz para que sean sustituidas por una molécula de baja polaridad o no polar. Por
lo regular, los complejos de inclusion presentan una relacion molar 1:1 (J6zsef Szejtli,

1998).

La formacién de los complejos de inclusion en medio acuoso se encuentra en

equilibrio (Figura 5):

CD+G2CD-G

Donde:

CD es la ciclodextrina

G es el huésped

CD-G es el complejo de inclusién

Cuya constante de equilibrio es

[CD - G]

[CD][G]



Figura 1.5. Equilibrio de formacién del complejo de inclusion (Mura, 2014).

Existen diferentes técnicas analiticas para estudiar a los complejos de inclusién, las
cuales, nos proporcionan informacién sobre qué tipo de interaccién se da entre el
huésped y la ciclodextrina. Dichas técnicas se basan en la variacién de una propiedad
fisicoquimica debida a la formacién del complejo en solucién. Las técnicas mas

utilizadas para estudiar a los complejos de inclusién son (Mura, 2014):

e Espectrofotometria UV-Vis.

e Dicroismo circular.

e Fluorescencia.

e Resonancia magnética nuclear (RMN).
e Resonancia spin electrénica (ESR).

e Polarografia.

e Voltamperometria.

e Potenciometria.

e Conductimetria.

e Cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC).
e Electroforesis capilar (CE).

e Polarimetria.

e Titulacién calorimétrica isotérmica (ITC).
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Se han estudiado la formacién de complejos de inclusiéon de B-ciclodextrina con
diversos componentes de aceites esenciales, como son: eugenol, eucaliptol, geraniol,
limoneno, linalool, a-pineno, B-pineno, pulegona, entre otros (Kfoury, Auezova,

Fourmentin, & Greige-Gerges, 2014).

Timol y Carvacrol

En los ultimos anos, los aceites esenciales han recibido una mayor atencién por poder
ser utilizados como conservadores. Los aceites esenciales son mezclas de compuestos
de naturaleza lipofilica que son sintetizados por plantas. A los componentes de los
aceites esenciales son un conjunto de metabolitos secundarios y por lo regular son
terpenos. Algunos metabolitos secundarios de las plantas poseen propiedades tales
como: combatir bacterias, hongos y agentes patdgenos en alimentos (Lima et al.,

2016).

El carvacrol (5-isopropil-2-metilfenol) y el timol (2-isopropil-5-metilfenol) (Figura 1.6)
son dos isdmeros fendlicos monoterpénicos presentes en diversos aceites esenciales,
en especial en el aceite esencial de orégano (Origanum vulgare L.). El carvacrol y el
timol, al ser de naturaleza lipidica, poseen una solubilidad escasa en agua (Kfoury,

Landy, et al., 2016).

OH

OH

Timol Carvacrol

Figura 1.6. Timol y Carcacrol

El timol y el carvacrol se clasifican como monoterpenos debido a que en su estructura

contienen 10 4&tomos de carbono. La biosintesis de los monoterpenos viene dada por
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la ruta del mevalonato (Figura 1.7), el cual, se forma en las plantas a partir de la

condensacién de tres moléculas de acetil coenzima A. (Friedman, 2014):

H3C CoA Acido mevaldnico

CH;
0 0 HO
_ J@\/\ _
HO OH
H;C CH,

Acetil coenzima A )
CH, y-Terpineo

OH
Aromatizacion

CH,
HsC CH,
Carvacrol
hidroxilacion
CH,
H;C CH;
-Cimeno
OH P

HsC CHs

Timol

Figura 1.7. Biosintesis de Timol y Carvacrol (Friedman, 2014)

En la tabla 1.3 se presentan las propiedades fisicas y quimicas del timol y carvacrol

(Friedman, 2014)



Tabla 1.3. Propiedades del Timol y Carvacrol.

Propiedad Timol Carvacrol
Férmula CioH1,O CioH:40
Masa molar (g/mol) 150.22 150.22
Estado de agregacion Sélido Liquido
Punto de ebullicién (°C) 232.5 237.7
Punto de fusién (°C) 51.5 1.0
Densidad (g/mL) 0.965 0.967
Solubilidad 0.98 g/L en agua a 25 °C  1.25 g/L en agua a 25 °C
oKa 10.6 (Serjeant, Ep; Dempsey, No reportado
B, 1979)
LogP 3.3 3.49
1.5227 1.5230

Indice de refraccién

Tanto el timol como el carvacrol poseen propiedades bioldgicas de gran importancia,

como son: analgésicos, antialérgicos, antiarritmicos, antifingicos, antimicrobianos,
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antibidticos, antiinflamatorios, antioxidantes, insecticidas, = neuroprotectores,

gastroprotectores, antivirales, anticancerigenos, entre otras (Friedman, 2014).

Se ha reportado que diversos derivados de carvacrol se pueden emplear como:
antioxidantes y antimicrobianos (hidroximetil carvacroles); antinflamatorio (acetato
de carvacrilo y otros ésteres); antifingico e insecticida, entre otros (Figura 1.8) (Ben

Arfa, Combes, Preziosi-Belloy, Gontard, & Chalier, 2006; Friedman, 2014).

CH, CHs
O ® CH
\CHa W_r 3
0
H,C CH; H4C CHj
Carvacrol metil éter Acetato de carvacrilo

Figura 1.8. Derivados de Carvacrol.

Estos dos compuestos fendlicos se usan a bajas concentraciones como saborizantes en
alimentos, bebidas sin alcohol y en gomas de mascar. El Consejo Europeo ha afiadido
al carvacrol a la lista de saborizantes quimicos y debe de tener concentraciones de 2

ppm en bebidas, 5 ppm en alimentos y 25 ppm en dulces (Menezes et al., 2016).

Una de las grandes desventajas del uso de carvacrol y timol como conservadores en
alimentos es que pueden evaporar durante el almacenamiento por su alta volatilidad,
su reactividad con otros componentes presentes en los alimentos y su baja solubilidad

en agua ademads de su fuerte sabor y olor (Souza et al., 2018).

La formacién de un complejo de inclusién con ciclodextrinas puede contrarrestar
dichas desventajas, ya que, al formarse el complejo, las propiedades del “huésped” se
ven modificadas. La inclusién de los monoterpenoides en ciclodextrina aumenta la
solubilidad de éstos, aumenta la estabilidad de los mismos, y abate sus propiedades

organolépticas (olor y sabor) (Dodziuk, 2006).
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Complejos de inclusién de Carvacrol y Timol con B-ciclodextrina

El equipo de investigacién de Kfoury en 2016 determinaron los valores de constantes
de estabilidad de los complejos de inclusién de timol y carvacrol con diferentes
ciclodextrinas utilizando diversas técnicas. En su estudio, encontraron que la relacién
estequiométrica entre los monoterpenos y las ciclodextrinas es 1:1. En la Tabla 1.4 se

presentan los valores que fueron determinados por espectrofotometria UV-Visible.

Tabla 1.4. Valores de constantes de formacién de los complejos de inclusién de carvacrol y timol con
ciclodextrinas (Kfoury, Landy, et al., 2016).

Ciclodextrina Carvacrol Log K Timol Log K
a-ciclodextrina 454 2.66 107 2.03
B-ciclodextrina 2620 3.42 1467 3.17
y-ciclodextrina 999 2.99 233 2.37
HP-B-ciclodextrina' 2154 3.33 1488 3.17
RAMEB? 3564 3.55 3337 3.52
CRYSMEB? 2421 3.38 2386 3.38

1. Hidroxipropil-B-ciclodextrina
2. B-ciclodextrina metilada aleatoriamente

3. B-ciclodextrina poco metilada

En el trabajo de Kfoury se realizaron las determinaciones de las constantes de
estabilidad mediante un método competitivo entre carvacrol o timol con naranja de
metilo. El método empleado por Kfoury consiste en determinar la constante de

formacién de los complejos de inclusién de naranja de metilo con B-ciclodextrina
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mediante una valoracion. El método competitivo fue aplicado al agregar timol o
cavacrol a una solucién de concentraciones conocidas de ciclodextrina y naranja de
metilo, lo cual, provoca la modificacién de los espectros de absorcién (Kfoury,
Auezova, Greige-Gerges, & Fourmentin, 2016) (Caron et al., 2000). Ademas, los
valores que reporta el grupo de investigacion de Kfoury no presentan la incertidumbre

de las constantes.

En el presente trabajo, se emplearon las técnicas de espectrofotometria UV-Vis e ITC
para estudiar los complejos de inclusién formados entre B-ciclodextrina con carvacrol

y timol.

Ademads del timol y carvacrol, se han determinado los valores de las constantes de
formacién de otros terpenos con B-ciclodextrinas. En la Tabla 1.5 se presetan algunos
ejemplos.

Tabla 1.5 Logaritmos de las constantes de formacién de complejos de inclusién de algunos terpenos con -
ciclodextrina.

Terpeno Log B Referencia
Canfeno 3.68 Ciobanu, A. (2013)
p-Cimeno 3.40 Ciobanu, A. (2013)
Mentol 3.24 Ciobanu, A. (2013)
a-Terpineol 3.06 Kfoury, M. (2015)
Eucaliptol 2.79 Ciobanu, A. (2013)
Limoneno 3.50 Ciobanu, A. (2013)
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Métodos para determinar constantes de formacion.

De acuerdo con Legget y Wu, las constantes de formacién se pueden determinar a
partir de datos de propiedades fisicoquimicas del sistema de interés. Las técnicas
analiticas para obtener estos datos son: espectrofotometria UV-Vis, calorimetria,

potenciometria y resonancia magnética nuclear (RMN) (Martinez Mendoza, 2015).

Espectrofotometria UV-Vis

La espectrofotometria es la técnica que se basa en la absorcién o en la emisién de luz

de una especie quimica.

En la espectrofotometria UV-Vis, se analiza la absorcién de radiacién de una molécula

y el intervalo de longitudes de onda va de los 200 hasta los 900 nm.

Cuando un haz de luz, con una potencia inicial Py, pasa a través de una solucién, el

haz de luz final, P, serd& menor que P,.

>

Po

—

P

I

A la relacién que existe entre el haz incidente y el haz final, se le conoce como

transmitancia, T.

Experimentalmente, se determina la absorbancia, A, la cual se define como el

logaritmo negativo base 10 de la transmitancia.

Py
A=—logT = log?
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La importancia de determinar la absorbancia de un sistema se debe a que la
absorbancia es directamente proporcional a la concentracién de analito absorbente,

como lo indica la ley de Lambert-Beer.

At = e*bC

Donde:

A es la absorbancia

€ es el coeficiente de absortividad molar.

b es la longitud del paso Sptico.

C es la concentracién de la especie absorbente.

Es importante sefialar que tanto la absorbancia, como el coeficiente de absortividad

molar, €, son dependientes de la longitud de onda.

Los datos de absorbancia obtenidos son de suma importancia para determinar las

constantes de reaccién aparentes.

Método de relaciones molares.

Es importante conocer la relacién estequiométrica en la que se forma una especie
quimica en solucién; uno de los métodos mas empleados para conocer la
estequiometria de una reaccién quimica es el método de las relaciones molares

(Martinez Mendoza, 2015).

En éste método se mantiene fija la concentracion de uno de los reactivos y la
concentracion del segundo va variando en una serie de soluciones. A cada sistema se
le determina alguna propiedad fisicoquimica (respuesta) que esté relacionada con la
concentracién, ya sea del complejo formado, de los reactivos o ambos (Rodriguez

Orduno, 2017).
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Considerando la formacién del complejo M,L,:
XM + yL 2 M,L,

Cuya constante de formacién es:

Teniendo en cuenta que solo el complejo es el responsable de la respuesta a medir,

la respuesta (R), queda definida como
R = kMxLy [MxLy]
Siendo kwuuy el factor de respuesta.

Realizando la representacién gréafica de la respuesta en funcién de la relacién molar,
para reacciones cuantitativas, se obtiene una trayectoria recta y en donde se observe
un cambio de pendiente, corresponde a la relacién molar estequiométrica. En la
Figura 1.9 se presenta el gréfico tipico de relaciones molares para una reaccién

cuantitativa en donde sélo el complejo formado da lugar a la respuesta.

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 10 12 14 16 18 20 22

Relacién molar ([M]/[L] o [L]/[M])

Figura 1.9. Gréfico tipico de relaciones molares.
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Otra ventaja de emplear el método de relaciones molares es que se pueden estudiar
la formacién de complejos sucesivos, siempre y cuando los valores de las constantes
de formacién sean considerablemente distintas y los factores de respuesta no sean

iguales (Figura 1.10).

S i/‘/‘/iﬁL_mJ

15 s 3
[L1/IM]

Figura 1.10. Gréfico tipico de relaciones molares para la formacién sucesiva de complejos.

Cuando la formacién del complejo es poco cuantitativa, es decir, que la constante de
formacién del complejo es menor de 103, el gréfico tipico que se obtiene es el que se

presenta en la Figura 1.11.

20



0.7

0.5

05

04

0.3

02

0.1

1] 2 4 ] 8 10 12 14 16 18 20

[L1/[M]

Figura 1.11. Gréfico tipico de relaciones molares para la formacién de un complejo MLy log f=3.

Como se puede observar en la Figura 1.11, para reacciones poco cuantitativas no se
puede determinar la relacidon estequiométrica entre ambos reactivos. Lo que si nos
proporciona informacién es la representacion gréafica de la respuesta en funcién del
cologaritmo de la concentracion de la particula de la cual se va variando su
concentracién (pP=-log [P]), ya que, a partir de éste grafico se pude estimar el valor
de la constante de formacién en donde se presenta un cambio pronunciado en la

pendiente de la curva que se obtiene (Figura 1.12).
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Figura 1.12. Respuesta dada por el método de relaciones molares en funcién del pP.

Calorimetria por titulacidn isotérmica

Los métodos calorimétricos han sido utilizados desde 1937 para determinar constantes
de equilibrio. A finales de la década de los afios 80 del siglo XX comenzé el desarrollo
de la calorimetria por titulacién isotérmica, la cual es un método con el que se puede
determinar simultdneamente la constante de reacciéon (K,), la estequiometria y la
entalpia de reaccién (AH,). A partir de la constante K, y el AH, es posible determinar
los valores de la energia libre de Gibbs asociada a la reacciéon (AG,) y la aportacién
entropica del proceso (TAS,). Es por esto que la calorimetria por titulacién isotérmica
es un método capaz de determinar el perfil termodindmico de un sistema quimico

(AG,, AH, y AS,) (Hansen, Fellingham, & Russell, 2011).

El procedimiento consiste en realizar inyecciones de valorante (L) a una celda de
reaccién en donde estd contenido el analito (R). La celda de reaccién se encuentra
dentro de una chaqueta de aislamiento térmico junto a una celda de referencia llena
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con disolvente, que es idéntica a la celda de reacciéon (Figura 1.13). Estas dos celdas se
equilibran térmicamente desde el inicio del experimento. La inyeccién del valorante

puede ser continua o por incremento (Hansen et al., 2011).

caio

L Chagqueta
L térmica
Celda de Celda de
resccitn " referencia I
, Temp| leringa
T L | rPimees
| I Il

Control del

calentamient o —aT

Figura 1.13. Esquema del calorimetro de titulacién isotérmica (Arena & Sgarlata, 2017).

La adicién continua de valorante se usa solamente para reacciones réapidas y las
reacciones lentas pueden ser llevadas a cabo por ambas adiciones. La ventaja que
tiene la inyeccién continua sobre la inyeccidn por incremento es que con la primera
se obtiene un nimero mayor de datos y la curva de valoracién que se obtiene suele

ser mas definida, sobre todo cerca del punto de equivalencia (Hansen et al., 2011).

Cada inyeccién representa una reaccién independiente que tiende al equilibrio bajo
condiciones isobéricas y la temperatura de ambas celdas se mantiene constante. El
equipo detecta los cambios de temperatura en cada adicién de valorante y compensa
la ganancia o pérdida de calor. Se obtiene un gréfico de la diferencia de calor asociada
a la reaccién quimica en funcién del tiempo (termograma). A partir del termograma
se obtiene una isoterma de enlace, que es la representacion gréafica del calor asociado

a la reaccién en funcién de la relacién molar entre L y R (Figura 1.14).
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Figura 1.14. Perfil de: A) termograma e B) isoterma de enlace.

En el punto de inflexiobn de la isoterma de enlace corresponde a la relacidon

estequiométrica de la reaccidn, la diferencia de calor total corresponde a la entalpia

de reaccién y la pendiente a la constante de equilibrio. Esto se cumple si sélo se forma

un solo complejo de estequiometria sencilla (Martinez Mendoza, 2015).

La calorimetria por titulacion isotérmica puede utilizarse para determinar parametros

termodinédmicos de diversos procesos quimicos, como pueden ser:

Complejacién
Adsorcién-desorcién
Asociaciéon
Desplazamiento
Intercambio
Hidrdlisis y solvdlis
Redox

Una vez recolectados los datos por ITC se debe elegir un modelo quimico que describa

el sistemna. Generalmente, el modelo es:

Aei = Z n; ;AH;

J
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Donde n;; es el nUmero de moles de producto de la j-ésima reaccién.

K= [Croeom

El AH; y la K; son constantes definidas para todas las reacciones que se llevan a cabo
en cada inyeccién. El procedimiento para obtener el mejor refinamiento de estas

constantes es:

1. Asumir un valor para K.

2. Calcular para cada dato el nimero de moles de producto, asi como el
coeficiente de actividad y;.

3. Se calcula los valores de AH; de tal manera que la suma de los residuales
cuadrados sea minima U = Y,;(q.;(experimental) — q.;(calculado))?

4. Estimar mejores valores de K. Se realiza el proceso iterativo hasta que el valor

de U sea minimo (Hansen et al., 2011).

Se han hecho diversos estudios sobre la interaccién entre los monoterpenos y las
ciclodextrinas, pero poco se sabe sobre la fuerza de las interacciones entre estas

especies.
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Hipdtesis y Objetivos



Hipodtesis.

Debido a que el timol y el carvacrol son dos monoterpenos de naturaleza hidrofébica,
se espera que puedan ser incluidos dentro de la B-ciclodextrina en medio acuoso. Esto
se podra demostrar por espectrofotometria UV-Vis ya que, al incluirse los terpenos
dentro de la ciclodextrina, las bandas de absorcién se veran modificadas. También
serd posible comprender el efecto de la inclusién por calorimetria de titulacién
isotérmica y asi se determinardn las constantes de formacién, la relacién
estequiométrica en la formacién de cada complejo y los perfiles termodindmicos de

la inclusién.

Ya que los monoterpenos timol y carvacrol, son compuestos fendlicos, se espera que
se formen enlaces de hidrégeno entre la B-ciclodextrina y ambos terpenos, es decir,

que el cambio entélpico de la inclusién sea menor que cero.

Objetivos

Objetivo general.

Determinar los valores de las constantes de formacion de los complejos de inclusién
formados entre carvacrol y timol con B-ciclodextrina, respectivamente, mediante
espectrofotometria UV-Vis y calorimetria de titulacién isotérmica y hacer una

comparacién con las constantes reportadas en la literatura.

Objetivos particulares.

e Determinar el valor de pKa para timol y carvacrol, a través de
espectrofotometria UV/Vis haciendo uso del programa SQUAD (anexo |), para
conocer las diferentes especies acido-base de éstos compuestos y sus zonas de
predominio.

e Refinar el valor de la constante de formacién de B-ciclodextrina con los
terpenos timol y carvacrol, mediante espectrofotometria UV-Vis empleando el

programa SQUAD.
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Obtener el perfil termodindmico (n, log B, AG, AH y AS) de la inclusién de
timol y carvacrol en f-ciclodextrina mediante calorimetria de titulacién
isotérmica (ITC), y asi establecer la naturaleza de la interaccién huésped-
anfitrion.

Determinar los valores de los pKa de los complejos formados entre Timol y
Carvacrol con p-ciclodextrina mediante espectrofotometria UV-Vis para
entender cédmo es que la inclusién de los terpenos modifica sus propiedades
fisicoquimicas.

Emplear el método de Higuchi-Connors (anexo IlI) para observar cémo
aumenta la solubilidad de cada terpeno al encontrarse incluidos dentro de la

cavidad de la B-ciclodextrina.
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Timol



Metodologia.

Materiales.

Vasos de precipitado de 10, 50,
100 y 250 mL.

Pipetas volumétricas de 4, 9 y
20 mL.

Espétula.

Micropipeta BIOHIT 100-1000
uL.

Micropipeta Finnpipette 20-
200 pL.

Micropipeta Finnpipette 0.5-10
uL.

Goteros.

Matraces volumétricos de 5, 10,
25, 50, 100, 250 y 1000 mL.

Equipo.

Balanza analitica Pioneer.
Potenciémetro Mettler Toledo.
Electrodo de pH Hach.
Agitador magnético Cole-
Parmer.

Bano termostatado PolyScience.

Métodos

Espectrofotébmetro UV-Vis
Perkin Elmer Lamba 35.
Microcalorimetro VP-ITC GE
Healthcare

ThermoVac GE

Reactivos

Estudio de estabilidad en medio acido y baésico.

Timol =98.5% Sigma.
B-Ciclodextrina = 97% Sigma.

Fosfato de sodio dibéasico
99.7% Fermont.
Cloruro de sodio Q. P.

Reactivos y productos quimicos
finos.

Acido clorhidrico 36% Macron
Chemicals.
Hidréxido de
Mallinckrodt.
Agua desionizada
ELGA.

Nitrégeno 99.997% INFRA.
Buffers de pH 4, 7 y 10 J. T.
Baker.

sodio 98.6%

18.2 MQ

Se prepararon dos soluciones de Timol 2.83X10“4 M, una se aforé con HCI 0.1

My la segunda con NaOH 0.1 M.

Se determind el espectro de absorcidén inmediatamente después de que fueron

preparadas las soluciones y cada media hora durante 5 h. Después, se

determinaron los espectros cada 24 h hasta completar una semana.
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Determinacién del pKa del timol

e Se prepararon dos soluciones de Timol 2.83X10“ M, una se aforé con HCI 0.1
My la segunda con NaOH 0.1 M. Ademas, se adiciond la cantidad suficiente
para imponer una fuerza iénica de 0.1 M.

e Se tomod una alicuota de la solucién bésica y se colocd en una celda adaptada
a un bafo termostatado y en una atmosfera de nitrégeno.

e Se midid el pH de la alicuota y se determind el espectro de absorbancia.

o Después, se realizd una valoracién acido base, teniendo la solucién bésica
como analito y la solucién &cida como valorante. A cada cambio de pH se
determind el espectro de absorbancia.

e EL intervalo de pH en el que se trabajé fue 13>pH>7.

e Serealizd el experimento por triplicado.
Complejo de inclusién Timol-g-Ciclodextrina

Espectrofotometria UV-Vis
e Para la formaciéon del complejo de inclusién, se emplearon las siguientes
soluciones:
o Timol: 6X10*M
0 p-Ciclodextrina: 1.5X103 M.

Las soluciones se aforaron con solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 My pH

7.1.

e Se valoraron 20 mL de solucién de B-ciclodextrina con la solucién de Timol
manteniendo la temperatura en 25 °C en un bafio termostatado bajo una
atmosfera de nitrédgeno. A cada adicidn se determinaba el espectro de
absorcién. Los datos de absorbancia se analizaron para determinar el valor de
la constante de formacién del complejo.

e Por otra parte, se realiz6 la valoracién de 20 mL de Timol con B-Ciclodextrina
bajo las condiciones mencionadas anteriormente. A cada adiciéon de fB-

ciclodextrina se determinaba el espectro de absorcién. Los datos obtenidos, se
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analizaron para obtener el valor de la constante de formacién del complejo

de inclusién.

Calorimetria.

e Las concentraciones de las soluciones de Timol y B-ciclodextrina que se
emplearon fueron: 1.5X104 M y 6.03X10-3 M, respectivamente. Las soluciones
se aforaron con sistema buffer de fosfatos 0.1 M y pH de 7.0.

e Las soluciones se desgasificaron con ayuda del ThermoVac.

e Las celdas de reaccién y de referencia del ITC se llenaron con solucién de
Timol.

e La jeringa se rellend con la solucién de B-ciclodextrina teniendo precaucién de
que no se formaran burbujas.

e Se coloco la jeringa dentro de la celda de reaccién y comenzd la valoracién.
En la Tabla 4.1 se presentan las condiciones experimentales de la titulacién

calorimétrica.

Tabla 4. 1. Condiciones experimentales de la titulacién de Timol con B-ciclodextrina mediante ITC

[Timol] (mM) 0.15
[B-Ciclodextrina] (mM) 6.03
Relacién molar méxima 6.29
Namero de inyecciones 26

Temperatura (°C) 25

Volumen de inyeccién (ul) 8
Duracién de inyeccién (s) 16
Tiempo de espaciado (s) 400

Para el calor de dilucidn, se repitid el experimento, pero en lugar de llenar las celdas

con solucién de timol, se llenaron con solucién buffer.

Los experimentos se realizaron por triplicado.
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Determinacién del pKa del complejo Timol-B-ciclodextrina

- Se prepararon dos soluciones de Timol 2.4852X10# M, una se aforo con HCI
0.1 M vy la segunda con NaOH 0.1 M. A ambas soluciones se les agregd f-
ciclodextrina para tener un pp-CD=2 (0.01 M).

- Se tomo una alicuota de 20 mL de la solucién bésica y se colocd en una celda
conectada a un bafo de temperatura constante de 25° C.

- Se midié el pH de la alicuota y se determiné el espectro de absorcién UV-Vis.

- Sellevd a cabo la valoracién de la solucién bésica con la &cida y a cada cambio
de pH se determinaba el espectro de absorcidn del sistema.

- Los datos de absorbancia obtenidos se analizaron y se trataron para alimentar
el programa SQUAD vy asi refinar el valor del pKa del complejo Timol- B-

ciclodextrina

Estudio de la solubilidad de Timol en funcién de la concentracién de p-ciclodextrina
(Método de Higuchi-Connors).

- Se prepararon soluciones de B-ciclodextrina de 1 mM hasta 6 mM.

- A cada solucién se le agregd un exceso de Timol y se dejaron en agitacién
constante durante 96 h.

- Pasadas las 96 h, se tomaron 200 pL de cada solucién y se diluyeron en un
matraz aforado de 5 mL para cuantificar el contenido de Timol con ayuda de
una curva de calibracién. Las concentraciones y el nimero de moles agregados
a los sistemas se presentan en la Tabla 4.2.
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Tabla 4. 2. Concentraciones de B-ciclodextrina empleadas y cantidad de timol empleados en el método de
Higuchi-Connors.

Sistemna [B-CD] (mM) Ntimol (MMol)
0] 0.00 0.15
1 1.03 0.14
2 2.05 0.13
3 3.08 0.16
4 4.10 0.17
5 5.13 0.14
6 1.16 0.17
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Resultados y Analisis de resultados.

Estudio de estabilidad del Timol.

e Timolen HCIO.1TM
En la Gréfica 4.1 se presentan los espectros determinados a la solucién &cida de

Timol tomados durante una semana.

t (h)
—0.0 —0.5 —1.0
2.0 —1.6 —2.9 —34
—3.9 —4.3 —4.8
As —5.4 —5.9 —21.6
—21.9 —22.7 —233
1.0 —24.0 —166.6

0.5

0.0
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

» (nm)

Gréfica 4. 1. Espectros de absorcién de Timol 2.83X104 M en medio acido.
En medio acido, el timol presenta dos maximos en la absorbancia en 216 nm y 274
nm acompafado de un hombro en 279 nm. Estas bandas son caracteristicas de
bencenos sustituidos por heterodtomos con electrones sin compartir, es por esto que

el tipo de transicién que se presenta es del tipo n-1*.

Para comprender la estabilidad del timol en medio &cido, se realizd el grafico de la

absorbancia en funcién del tiempo (Gréfica 4.2).
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Gréfica 4. 2. Absorbancia de Timol en medio acido en funcién del tiempo.

Como se puede observar en la Gréfica 4.2, existen fluctuaciones en la absorbancia en
las primeras 24 horas de que se prepard la solucién de timol, pero después de que
transcurren 24 horas y durante una semana, la absorbancia se mantiene constante, es
decir, que el timol se estabiliza en dicho medio. La absorbancia varia en promedio en
1.13%. Es por esto que se decidié preparar las soluciones de timol con un dia de

anticipacién para los experimentos posteriores.

e Timol en NaOH 0.1 M.
En la Gréafica 4.3 se presentan los espectros de absorcidén de la soluciéon de Timol

2.83X10* M diluida en NaOH 0.1 M a diferentes tiempos.
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Gréfica 4. 3. Espectros de absorcién de timol en medio bésico a diferentes tiempos.

Por otro lado, en medio bésico, se observan dos maximos en la absorbancia
importantes en 240 nm y 292 nm. Estas bandas son caracteristicas de bencenos
sustituidos por grupos funcionales ionizables, ya que, al encontrarse en forma
aniénica, aumenta la disponibilidad de los electrones no compartidos del
heteroatomo, y en comparacioén de las bandas del benceno, ocasiona que las bandas

tengan un efecto batocrémico. La transicién que se observa es n-1r*.

En la Gréfica 4.4 se presenta la variacién de la absorbancia en funcién del tiempo en

diferentes longitudes de onda.
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Gréfica 4. 4. Absorbancia en funcién del tiempo de timol en medio bésico.

El comportamiento del timol en medio bésico es semejante al observado en medio
acido, ya que, en las primeras horas de haberse preparado la solucién, hay oscilaciones
en la absorbancia de la solucién, la cual, se mantiene constante después de un dia y
durante una semana. En este caso, la variacion de la absorbancia durante una semana
no es mayor al 2%. Al igual que la solucién &cida, las soluciones de timol en medio
basico se prepararon con un dia de anticipacién para su uso en experimentos

posteriores.

pKa de timol.

En la Gréfica 4.5, se presentan los espectros determinados a la solucién de Timol

2.5X10* M (1036 M). El intervalo de pH de trabajo fue de 13.09>pH>7.0.

En los espectros se forman dos puntos isosbésticos: uno en 263 nm y 276 nm, lo cual
es un indicio de que existe un equilibrio quimico asociado a la particula de la cual se

va variando la concentracidn, en este caso, en la concentracién de H+.

Para comprobar que existe un equilibrio acido-base asociado al Timol, se utilizd el

programa TRIANG. Para determinar el nimero de componentes de un sistema que
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absorben energia electromagnética y dependiendo del nimero de especies, se sabré
el nimero de equilibrios acido-base del sistema. En la Tabla 4.3 se presentan los

resultados del programa TRIANG.

2.0

1.6

Aumenta

1.2 pH

A
0.8
0.4
0.0
222 242 262 282 302
A (nm)

Gréfica 4. 5. Espectros de timol 2.5X104 M a diferentes valores de pH.

Tabla 4. 3. Resultados obtenidos por TRIANG.

AT No. de especies

0.001 2
0.002
0.003
0.004
0.005
0.006
0.007
0.008
0.009
0.010

N DN D D D D MDD NMDMDN

37



De acuerdo con los resultados obtenidos con TRIANG, en el sistema existen dos
especies de timol que absorben radiacién electromagnética de manera diferente. Por

lo tanto, el Timol posee un equilibrio &cido-base.

Una forma de estimar el valor de pKa del Timol es analizando el comportamiento de
la absorbancia del sistema en funcién del pH, por lo que se realizdé la gréfica
correspondiente. Cabe destacar que en donde el cambio en la absorbancia es muy
marcado, es ahi donde se encuentra el valor de pKa. Dicho gréfico se presenta a

continuacion.

i =292 nm =240 nm

1.5
1.2
0.9
0.6

0.3

0.0 * *
7.4 8.2 9 9.8 10.6 1.4 12.2 13

pH

Gréfica 4. 6. Absorbancia de timol en funcién del pH a 292 nm y 240 nm.

De acuerdo con la Gréfica 4.6, el pKa del Timol se encuentra muy cercano a 10.6,

que es donde se observa el punto de inflexién.

Sabiendo que el pKa del timol es cercano a 10.6, se alimentd el programa SQUAD

con un modelo monodonador y un valor de pKa inicial de 10.6.

Para el refinamiento de la constante se tomaron los valores de absorbancia de 24

espectros con 48 datos de absorbancia cada uno determinada en un intervalo de
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longitud de onda de 222<A<316. En la Tabla 4.4 se presentan los resultados
obtenidos con SQUAD.

Tabla 4. 4. Resultados obtenidos de la refinacién del pKa del timol.

Equilibrio Log B o V)
Tim™ 4+ H* 2 HTim 10.693+0.001 5.9377X103 3.7196X102

Debido a que el modelo es monoprético, el valor de log B coincide con el valor de
pKa. Otra cosa importante es que el valor de U, que es la suma de los residuales al
cuadrado, tiene un valor adecuado para el nUmero de datos utilizados. Esto quiere

decir que el modelo propuesto tiene un buen ajuste a los datos experimentales.
Ademas de refinar el valor de la constante de disociacién acida, SQUAD da como
resultado los valores de los coeficientes de absortividad de cada especie presente en
el sistema que sea capaz de absorber luz. Los coeficientes de absortividad se
encuentran graficados en funcién de la longitud de onda en la Gréfica 4.7.

7500

6000

4500

(L mol! cm™)

3000

W

1500

222 242 262 282 302
% (nm)

Gréfica 4. 7. Coeficientes de absortividad molar de las especies acido-base de Timol calculados por SQUAD.
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El Timol disuelto en agua se comporta como un acido monoprético de Brgnsted-
Lowry cuyo valor de pKa es de 10.6928. En la Gréfica 4.8 se presenta el diagrama de

distribucion de especies del timol en funcién del pH.

0.8

0.6

o

0.4

0.2

0.0

Gréfica 4. 8. Diagrama de distribucién de especies acido-base de Timol.

Finalmente, para corroborar el ajuste del modelo propuesto a los datos
experimentales de absorbancia, se calcularon los espectros empleados para el
refinamiento de la constante (aplicando la ley de Lambert-Beer y la ley de las
aditividades). En la Grafica 4.9 se encuentran interpuestos los espectros

experimentales (linea punteada) con los espectros calculados (linea continua).
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—11.31 eee 11.31 —11.16 s+« 11.16
——10.96 +++ 10.96 —10.81 s+« 10.81
—10.71 +++ 10.71 10.6 10.6
——10.44 +++ 10.44 —10.31 +++ 10.31
1.5 ——10.11 +++ 10.11 —9.92 «++ 9.92
——9.8] +++ 981 —9.6 e+ 96
9.41 9.41 ——9.28 e+ 928
A ——88 +++ 88 —8I1 see 811
1.0 ——7.75 +ee 7.75 —7.58 ++« 7.58
0.5
222 237 252 267 282 297 312

A (nm)

Graéfica 4. 9. Espectros de absorcién de timol 2.5X10-4 M a diferentes valores de pH: Calculados (linea continua)
y experimentales (linea punteada).

Formacién del complejo de inclusién Timol- g-Ciclodextrina.
Conociendo el valor de pKa del Timol, se decidid ajustar el pH del sistema a 7 (con
el par H,PO,/HPO,> 0.1 M). A este valor de pH la especie acido-base de Timol que

predomina es la acida.

Espectrofotometria UV-Vis
Por espectrofotometria UV-Vis, se empled el método de relaciones molares. El primer

experimento que se realizé fue manteniendo la cantidad de B-Ciclodextrina constante.
En la Gréfica 4.10 se encuentran los espectros de absorcidn determinados a cada

adicién de Timol (los espectros se encuentran corregidos por dilucién).
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Gréfica 4. 10. Espectros de absorcién de la valoraciéon de B-Ciclodextrina con timol.

En la Gréfica 10, se observa que, al ir agregando el Timol, la banda de absorcién de
la B-Ciclodextrina se va modificando. El efecto que se aprecia es hipercrémico y, en
el intervalo de longitudes de onda de 245<A<295, se alcanza un maéaximo de

absorcién en 275 nm, que corresponde con el méximo de absorcidn del timol.

En la Gréfica 4.11, se presenta el gréfico tipico del método de relaciones molares, que
es la absorbancia en funcién de la relacién de las concentraciones de los reactantes.

En este caso se tomaron los valores de absorbancia a 275 nm.
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Gréfica 4. 11. Gréfico de absorbancia en funcién de la relacién molar Timol-B-Ciclodextrina.
En la Gréfica 4.11 no se observa un cambio pronunciado en la pendiente de la curva,
por lo tanto, la formacién del complejo de inclusién Timol-B-ciclodextrina es poco
cuantitativa.
Para reacciones poco cuantitativas, se puede realizar el grafico de absorbancia en

funcion del pp-Ciclodextrinarow (pB-CDrot) Ya que, se conoce la cantidad de B-

Ciclodextrina presente en el sistema. En la Gréafica 4.12 se presenta dicha

representacién y la absorbancia fue tomada a 275 nm.

20

i3 35 .7 39 4.1 4.3 4.5 4.7
pB-CDry

Gréfica 4. 12. Absorbancia en funcién del pp-CDTot
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Como se observa en la Gréfica 4.12, en pB-CDTot aproximadamente de 3.6 se
observa el cambio en la pendiente de la curva de absorbancia en funcién de pp-CD+.

Esto quiere decir que el valor de log B, se encuentra muy cercano a 3.6.

Para corroborar el nimero de especies presentes en el sistema, se analizaron los datos
de absorbancia con el programa TRIANG. Los resultados obtenidos por TRIANG se

presentan en la tabla 4.5.

Tabla 4. 5. Resultados de TRIANG para el sistema timol-B-Ciclodextrina

AT No. de especies

0.001 3
0.002
0.003
0.004
0.005
0.006
0.007
0.008
0.009
0.010

NN W W w w w w w

a—

De acuerdo con los resultados de TRIANG, existen tres especies capaces de absorber
radiacion electromagnética en el intervalo de longitudes de onda empleadas. De esta
manera se entiende que se forma un complejo de inclusién debido a que tanto el

Timol como la B-Ciclodextrina son las otras dos especies que absorben en el sistema.

Con la informacién del nimero de especies y el valor aproximado de log B, se
alimentd el programa SQUAD con 24 espectros de absorcidén que contenian 48 datos
de absorbancia determinados en un intervalo de longitudes de onda de 248 nm a

295 nm. El modelo que presentd el mejor ajuste a los datos experimentales fue la
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formacién de un solo complejo y una relacién estequiométrica 1:1 entre los reactivos.

En la Tabla 4.6 se presentan los resultados obtenidos por SQUAD.

Tabla 4. 6. Resultados dados por SQUAD para el refinamiento de la constante de formacién del complejo de

inclusion.
Equilibrio Log B o V)
Tim+ [FCD 2Tim-LCD  3.4204+0.0389 1.5835X103 2.6454X103

Por lo tanto, la constante de formacién del complejo Timol-B-Ciclodextrina es 1034204
(2632.7). Ademas de refinar el valor de la constante de formacién del complejo,
SQUAD calcula los coeficientes de absortividad molar de cada especie del modelo
propuesto. En la Gréfica 4.13 se presentan los coeficientes de absortividad molar para

cada especie presente en el sistema.

e(mol'Lem™)

2500
Timol = p-Ciclodexrina
2000
1500
1000
500
p-Ciclodextrina
0
248 257 266 275 284 293
A (nm)

Gréfica 4. 13. Coeficientes de absortividad molar.
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Con el valor de la constante de formacién del complejo de inclusién, es posible
construir el diagrama de distribucidén de especies de timol en funcién del pp-CD, el

cual se presenta en la Gréfica 4.14.

1.0
Timol *B-Ciclodextrina
0.8
"3
E
'—
o]
0.5
0.3
0.0
0 1 2 5 6 7

3 4
pp-CD

Gréfica 4. 14. Diagrama de distribucién de especies de timol en funcién del pB-Ciclodextrina.

Finalmente, para corroborar el modelo propuesto, se simularon los espectros de
absorcién experimentales con los datos de la constante de formacién, para calcular
las concentraciones al equilibrio de cada especie, y sus respectivos coeficientes de
absortividad molar para calcular la absorbancia del sistema. En la Gréfica 4.15 se
presentan los espectros simulados (linea continua) empalmados con los espectros de

absorcién experimentales (linea punteada).
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Gréfica 4. 15. Espectros de absorcién Timol-B-Ciclodextrina tedricos (linea continua) y experimentales (linea
punteada).

También se llevd a cabo la valoracién de una alicuota de 20 mL de Timol 6.88X10+4
M con B-Ciclodextrina. En la Gréfica 4.16 se presentan los espectros obtenidos durante

la valoracion (los espectros se encuentran corregidos por el efecto de dilucion).

2.0

1.6 Aumenta [B-CD]

245 253 261 269 277 285 293
A (nm)

Gréfica 4. 16. Espectros de absorcidon determinados al sistema de valoracién de Timol con B-ciclodextrina.
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En la Gréfica 4.16 se aprecia que al ir aumentando la concentracién de B-ciclodextrina,
la banda de absorcién del timol se ve modificada. EIl hombro que presenta la banda
de Timol sufre un efecto hipercrémico, haciendo que la nueva banda deje de tener
dicho hombro. El maximo de absorbancia de timol tiene un efecto batocrémico al ir
aumentando la concentracién de p-ciclodextrina. Noétese que se forma un punto
isosbéstico en 274 nm, lo cual, es un indicio de que existe al menos un equilibrio

quimico relacionado con la B-ciclodextrina.

Teniendo como antecedente que se forma el complejo Timol-B-ciclodextrina en
relacién 1 a 1, se alimentd el programa SQUAD con 24 espectros de absorcién que
contenian 48 datos de absorbancia cada uno determinados en un intervalo de
longitudes de onda de 246 nm<A<93 nm. Los resultados dados por SQUAD se

presentan en la Tabla 4.7.

Tabla 4. 7. Resultados de SQUAD para el refinamiento de la constante de formacién del complejo de inclusién
timol-B-Ciclodextrina.

Equilibrio Log B o v
Tim+ BCD 2 Tim-BCD  3.3409+0.0389 1.6030X10° 2.7111X10°3

La constante de formacién del complejo timol-B-Ciclodextrina es de 103-3409 (2192.3).

En la Gréfica 4.17 se presentan los coeficientes de absortividad molar dados por
SQUAD, de las especies de Timol y -ciclodextrina graficados en funcién de la longitud

de onda.
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Gréfica 4. 17. Coeficientes de absortividad molar calculados por SQUAD.

Conociendo el valor de la constante de formacién del complejo se puede construir el

diagrama de distribucién de especies de Timol en funcién del pp-CD, el cual se

presenta en la Gréfica 4.18.

Timole p-Ciclodextrina Timol
1.0
038
"3
E
t_.
o5
03
0.0
0 1.5 3 4.5 6
pp-CD

Gréfica 4. 18. Diagrama de distribucion de especies de Timol en funcién del pp-CD.
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Finalmente, se simularon los espectros experimentales calculando la absorbancia con
los coeficientes de absortividad y el valor de la constante de formacién dados por
SQUAD. En la Gréfica 4.19 se muestran los espectros experimentales (linea punteada)

empalmados sobre los espectros calculados (linea continua).

0.8

0.4

0.0

246 255 264 273 282 291
A (nm)

Gréfica 4. 19. Simulacién de los espectros de absorcion.

De acuerdo con la Gréfica 4.19, el modelo propuesto presenta un buen ajuste a los
datos experimentales, ya que, ademas de que los pardmetros estadisticos obtenidos
por el refinamiento de SQUAD son adecuados, los espectros tedricos son casi idénticos

a los experimentales.

Calorimetria de titulacién isotérmica
Teniendo como antecedente el valor del logaritmo de la constante de formacidn del

complejo Timol-B-ciclodextrina, determinado por espectrofotometria, se realizé la
simulacién de la isoterma de enlace con el programa MicroCal PEAQ-ITC Analysis
Software para saber con qué concentraciones de Timol y B-ciclodextrina era necesarias
para el experimento de ITC y llegar a una relacion molar cercana a 7. En la Gréfica

4.20 se presenta el termograma obtenido con el calor de dilucién ya restado.
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Gréfica 4. 20. Termograma obtenido de la valoracién de timol con B-Ciclodextrina

A partir del termograma de la Gréfica 4.20, se puede obtener la isoterma de enlace

en funcién de la relacién molar B-ciclodextrina/Timol (Gréfica 4.21).

[B-CD]/[Timol]
0 1 2 3 4 5 6
[ ]
-0.7 + s *
s ® .
°
'8
°
[ ]
[ ]
-1.2 1 °
°
= .
o] [ ]
£ .
< a7 4 .
z .
[ ]
.
22+ .
.
.
2.7 +

Gréfica 4. 21. Isoterma de enlace timol- B-Ciclodextrina
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De acuerdo con la Gréfica 4.21, el proceso de inclusiéon de Timol en B-ciclodextrina
es exotérmico por los valores negativos en el cambio de entalpia en cada adicién de

valorante.

Con la isoterma de enlace es posible determinar el valor de la constante de
formacién, el cambio de entalpia y la estequiometria de la reaccién; para esto, se
empled el programa MicroCal PEAQ-ITC Analysis Software. En la Tabla 4.8 se
presentan los valores obtenidos del ajuste realizado por el programa y en la Gréfica

4.22 se presenta el perfil termodindmico de la inclusién en forma de barras.

Tabla 4. 8. Resultados obtenidos del ajuste hecho con MicroCal PEAQ-ITC.

K 1427.5+x4.4
Log B 3.15+0.0013

n 1

AH -15.98+0.02 kJ mol"
AG -18.01£0.01 kJ mol”
-TAS -2.03 kJ mol"

AS 6.81 ) mol! K

_10 -

-12 A

kJ/mol

14 4

-16 4

-18

220 -

Gréfica 4. 22. Perfil termodinémico de la inclusién de Timol en B-ciclodextrina
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El proceso de inclusién de Timol dentro de la B-ciclodextrina es espontédneo ya que el
valor de la energia libre de Gibbs es -18.01 kJ por cada mol. El proceso esté favorecido
entalpicamente porque al formarse el complejo se libera energia en forma de calor
(16 kJ/mol), el cual debe de ser producido por la formacién de enlaces de hidrégeno
entre el Timol y la B-ciclodextrina. La expulsion de moléculas de agua con gran
entalpia de la cavidad de la B-ciclodextrina también aporta parte del calor liberado,
ya que dentro de la cavidad hay interacciones poco favorables en el agua y la

ciclodextrina.

En la Gréfica 4.23 se presenta el diagrama de distribucidon de especies de Timol en

funcién del p-CD empleando el valor de la constante de formacién obtenido por ITC.

0.8 | Timolep-ciclodextrina

OTimol'

0.4

0.2

0.0

pp-CD

Gréfica 4. 23. Diagrama de distribucién de especies de Timol en funcién del pB-CD.
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Determinacién del pKa del complejo Timol-g-CD.

Una vez conocida la contante de formacién del complejo Timol-B-ciclodextrina y la
relacién estequiométrica del mismo, se estudié codmo es que la inclusién afecta a las
propiedades acido-base del Timol. Para esto se llevd a cabo una valoracién acido-
base de Timol imponiendo un pB-CD de 2, bajo estas condiciones, todo el Timol se
encuentra dentro de la cavidad de la ciclodextrina. La valoracidén se siguié por
espectrofotometria UV-Vis. En la Gréfica 4.24 se presentan los espectros obtenidos

durante la valoracion.

Aumenta pH

A

3

225 240 255 270 285 300 315
A (nm)

Gréfica 4. 24. Espectros determinados durante la valoracién acido-base del complejo Timol-B-ciclodextrina.

En la Gréfica 4.25 se presenta la absorbancia del sistema de valoracién en funcién del
pH. Es importante hacer notar el cambio en la pendiente de la curva, ya que en ese
intervalo de pH se puede estimar el valor del pKa. Dicho cambio de pendiente se

encuentra en un pH muy cercano a 12.
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Gréfica 4. 25. Absorbancia del complejo Timol-B-CD en funcién del pH.
Para refinar el valor del pKa del complejo de inclusién fue necesario proponer un
modelo de dos equilibrios quimicos, es decir, que el complejo sea capaz de donar dos
protones al medio. En la Tabla 4.9 se presentan los resultados del célculo realizado

por SQUAD con el modelo de dos equilibrios.

Tabla 4. 9. Resultados dados por SQUAD en el refinamiento de los valores de pKa del complejo Timo-f-
ciclodextrina.

Equilibrio Log B o V)

TimHCD'+ H* 2 HTimHCD'  11.4746+0.0007
6.8983X10  3.0551X102

TimCD' + H* 2 TimHCD' 13.8662+0.0127

El pKa del Timol aumenta de 10.6928+0.001 a 11.4746+0.0007 gracias a que dentro
de la ciclodextrina, el protén ionizable es capaz de formar enlaces de hidrégeno con
la B-ciclodextrina. Por otro lado, el pKa de la B-ciclodextrina también se ve afectado
por el proceso de inclusién, ya que el valor reportado es de 12.2 y éste aumenta hasta
13.8662. En la Gréfica 4.26 se presenta la simulacidon tedrica de la curva de

absorbancia en funcién del pH y se compara con la experimental.
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Gréfica 4. 26. Absorbancia a 239 nm en funcién del pH. Linea punteada, absorbancia experimental; linea
continua, absorbancia calculada.

Con el valor del pKa del complejo de inclusién se construyd el diagrama de

distribucién de especies y se comparé con el del Timol libre (Gréfica 4.27).

1.0

........QOQQ
.®
.

Tim'
0.8

0.2

.
e
LT TP

8 9 10 11 12 13 14

0.0

Gréfica 4. 27. Diagrama de distribucién de especies 4cido-base de Timol. Lineas puntadas, Timol libre; lineas
continuas, Timol incluido en -ciclodextrina.
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De acuerdo con la Gréfica 4.27, cuando el Timol se encuentra dentro de la cavidad
de la B-ciclodextrina, su pKa aumenta, es decir, que su capacidad donadora de

protones se ve reducida y asi aumenta la estabilidad de la especie &cida de Timol.

Estudio de la solubilidad de Timol en funcién de la concentracién de g-ciclodextrina.
Uno de los principales objetivos de la formacién de complejos de inclusién es el de
aumentar la solubilidad del huésped y una forma de estudiar esto es mediante el
método de Higuchi-Connors (Chaudhary & Patel, 2013). Para la cuantificacién de
Timol disuelto se construyé previamente una curva de calibracién cuya ecuacién
obtenida fue: A274m=1.7568mM[Timol]+0.0056 (r>=0.9998). En la Tabla 4.10 se
presenta la cantidad de Timol que se logré disolver en cada solucién de f-

ciclodextrina.

Tabla 4. 10. Resultados del método de Higuchi-Connors para Timol,

Solucién [B-ciclodextrina] (mM) [Timol’] (mM)
1 0.00 8.52
2 2.05 10.60
3 3.08 11.92
4 4.10 12.47
5 5.13 13.18
6 6.16 14.41

Con los datos de la Tabla 4.10 se construyé el diagrama de solubilidad-fases (Gréfica
4.28).
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[Timol'] = 0.9342[B-CD] + 8.5771
R2 = 0.9972

0 1 2 3 4 5 6 7
[p-ciclodextrina] (mM)

Gréfica 4. 28. Diagrama de solubilidad-fases de Timol en funcién de la concentracién de B-ciclodextrina.

De acuerdo a la Gréfica 4.28 la solubilidad de Timol es directamente proporcional a
la concentracién de B-ciclodextrina y de acuerdo a la clasificacion de Higuchi-Connors

el diagrama es del tipo A, (formacidén de un complejo soluble) (Chaudhary & Patel,
2013).

Se sabe que el complejo de inclusién que forma el Timol con la B-ciclodextrina tiene

una relacidon estequiométrica 1:1, por lo que es posible determinar la constante de
formacién del complejo con la ecuacidn:

a
[Timol']o(1 — @)

Donde a es la pendiente del diagrama de solubilidad-fases y [Timol’], es la solubilidad
de Timol en agua, la cual corresponde a la ordenada al origen del mismo diagrama
la cual es 8.5771 nM y que corresponde a 1.3 g/L. Por lo tanto, el valor de la constante
determinada por el método de Higuchi-Connors es:

B 0.9342
"~ 8.5771x 1073(1 — 0.9342)

K = 1655.3
log B = 3.22

El valor de log B obtenido por éste método es muy semejante al obtenido mediante
el método de relaciones molares, tanto por UV-Vis (3.341) e ITC (3.15).

Es importante destacar que empleando el método de Higuchi-Connors se pudo
solubilizar hasta el 66% de Timol, debido a que se pudo aumentar la solubilidad hasta
2.16 g/L.
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Metodologia
Materiales.

Vasos de precipitado de 10, 50,
100 y 250 mL.

Pipetas volumétricas de 4, 9 y
20 mL.

Espétula.

Micropipeta BIOHIT 100-1000
uL.

Micropipeta Finnpipette 20-200
uL.

Micropipeta Finnpipette 0.5-10
uL.

Goteros.

Matraces volumétricos de 5, 10,
25, 50, 100, 250 y 1000 mL.

Equipo.

Balanza analitica Pioneer.
Potenciémetro Mettler Toledo.
Electrodo de pH Hach.
Agitador  magnético
Parmer.

Cole-

Bafio termostatado PolyScience.
Espectrofotdmetro UV-Vis
Perkin Elmer Lamba 35.
Microcalorimetro VP-ITC GE
Healthcare

ThermoVac GE

Reactivos

Estudio de estabilidad en medio acido y basico.

Carvacrol =98% Sigma-Aldrich.
B-Ciclodextrina = 97% Sigma.

Fosfato de sodio dibasico
99.7% Fermont.
Cloruro de sodio Q. P.

Reactivos y productos quimicos
finos.

Acido clorhidrico 36% Macron
Chemicals.
Hidréxido de
Mallinckrodt.
Agua desionizada con
resistividad de 18.2 MQ ELGA.
Nitrégeno 99.997% INFRA.
Buffers de pH 4, 7 y 10 J. T.
Baker.

sodio 98.6%

Se prepararon dos soluciones de Carvacrol 3.82X10“4 M, una se aforé con HCI

0.1 My la segunda con NaOH 0.1 M.

Se determind el espectro de absorcién inmediatamente de que fueron

preparadas las soluciones y cada media hora durante 5 h. Después, se

determinaron los espectros cada 24 h hasta completar una semana.

Determinacién del pKa del timol

Se prepararon dos soluciones de Carvacrol 3.55X10“4 M, una se aforé con HCI

0.1 M y la segunda con NaOH 0.1 M. Ademaés, se adicioné la cantidad

suficiente de cloruro de sodio para imponer una fuerza iénica de 0.1 M.
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Se tomo una alicuota de la solucién bésica y se colocd en una celda adaptada
a un bafno termostatado y en una atmésfera de nitrégeno.

Se midi6 el pH de la alicuota y se determiné el espectro de absorbancia.
Después se realizé una valoracién acido base, teniendo la solucién béasica como
analito y la solucién acida como valorante. A cada cambio de pH se determiné
el espectro de absorbancia.

EL intervalo de pH en el que se trabajé fue 13>pH>7.

Los experimentos se realizaron por triplicado

Complejo de inclusién Carvacrol-p-Ciclodextrina

Espectrofotometria UV-Vis

Para la formacién del complejo de inclusién, se emplearon las siguientes
soluciones:

o Carvacrol: 5.1X10“*M

0 pB-Ciclodextrina: 2.12X103 M.
Las soluciones se aforaron con solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 My pH

7.1.

Se valoraron 20 mL de solucién de B-Ciclodextrina con la solucidon de
Carvacrol manteniendo la temperatura en 25 °C en un bafio termostatado bajo
una atmosfera de nitrégeno. A cada adicidn se determinaba el espectro de
absorcidn. Los datos de absorbancia se analizaron para determinar el valor de
la constante de formacién del complejo.

Por otra parte, se realizé la valoracion de 20 mL de Carvacrol con -
Ciclodextrina bajo las condiciones mencionadas anteriormente. A cada adicién
de B-Ciclodextrina se determinaba el espectro de absorcién. Los datos
obtenidos se analizaron para obtener el valor de la constante de formacién del
complejo de inclusién.

Los experimentos se realizaron por triplicado
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Calorimetria de titulacion isotérmica.

Las concentraciones de las soluciones de Carvacrol y B-Ciclodextrina que se
emplearon fueron: 1.53X104 My 6.89X10% M, respectivamente. Las soluciones
se aforaron con sistema buffer de fosfatos 0.1 M y pH de 7.0.

Las soluciones se desgasificaron con ayuda del ThermoVac.

Las celdas de reaccién y de referencia del ITC se llenaron con solucién de
Carvacrol.

La jeringa se rellend con la solucién de B-Ciclodextrina teniendo precaucién de
que no se formaran burbujas.

Se colocd la jeringa dentro de la celda de reaccién y comenzé la valoracién.
En la Tabla 5.1 se presentan las condiciones experimentales de la titulacion

calorimétrica.

Tabla 5. 1. Condiciones experimentales de la titulacién de Carvacrol con B-Ciclodextrina mediante ITC.

[Carvacrol] (mM) 0.153
[B-Ciclodextrina] (mM) 6.89
Relacién molar méxima 6.73
Numero de inyecciones 26

Temperatura (°C) 25

Volumen de inyeccién (pL) 8
Duracién de inyeccién (s) 16
Tiempo de espaciado (s) 400

Para el calor de dilucién, se repitié el experimento, pero en lugar de llenar las celdas

con solucién de Carvacrol, se llenaron con solucién buffer.

Los experimentos se realizaron por triplicado.

Determinacién del pKa del complejo Carvacrol-p-ciclodextrina

Se prepararon dos soluciones de Carvacrol 3.82X10“4 M, una se aforo con HCl
0.1 M vy la segunda con NaOH 0.1 M. A ambas soluciones se les agregd f-
ciclodextrina para tener un pp-CD=2 (0.01 M).
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Se tomd una alicuota de 20 mL de la solucién bésica y se colocd en una celda
conectada a un bafio de temperatura constante de 25° C.

Se midi6 el pH de la alicuota y se determind el espectro de absorciéon UV-Vis.
Se llevd a cabo la valoracién de la solucién bésica con la acida y a cada cambio
de pH se determinaba el espectro de absorcidn del sistema.

Los datos de absorbancia obtenidos se analizaron y se trataron para alimentar
el programa SQUAD v asi refinar el valor del pKa del complejo Carvacrol--

ciclodextrina

Estudio de la solubilidad de Carvacrol en funcién de la concentraciéon de f-
ciclodextrina (Método de Higuchi-Connors).

Se prepararon soluciones de B-ciclodextrina de 1 mM hasta 6 mM en matraces
volumétricos de 10 mL.

A cada solucién se le agregaron 50uL de Carvacrol y se dejaron en agitacion
constante durante 96 h.

Pasadas las 96 h se tomaron 200 uL de cada solucién y se diluyeron en un
matraz aforado de 5 mL para cuantificar el contenido de Caarvacrol con ayuda
de una curva de calibracién. Las concentraciones y el nimero de moles
agregados a los sistemas se presentan en la Tabla 5.2.

Tabla 5. 2. Concentraciones de B-ciclodextrina empleadas y cantidad de Carvacrol empleados en el método de

Higuchi-Connors.

Sistema [p-CD] (mM) NTimor (MMoO)
0] 0.00 0.32
1 1.00 0.32
2 2.99 0.32
3 3.99 0.32
4 4.99 0.32
5 5.98 0.32
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Resultados y Analisis de resultados

Estudio de estabilidad.

e Carvacrol en HCI 0.1 M
En la Gréfica 5.1 se presentan los espectros determinados a una solucién de carvacrol
en medio acido a diferentes tiempos a partir de que fue preparada la solucién.

208 228 248 268 288
A (nm)

Gréfica 5. 1. Espectros de Carvacrol en medio &cido.

El Carvacrol presenta dos bandas de méxima absorcién, una a 214 nm vy las segunda
en 273 nm, ademads de presentar un hombro en 278 nm. El tipo de transicién que da
lugar a dichas bandas es n-* ya que el grupo OH es el que actia como donador de

electrones no enlazantes hacia los orbitales antienlazantes del anillo aromatico.

La absorbancia de la solucién de carvacrol en medio acido se monitored durante una
semana. En la grafica 5.2, se presenta el comportamiento de la absorbancia a

diferentes longitudes de onda de la solucién de carvacrol 3.82X104 M.
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Gréfica 5. 2 Absorbancia de carvacrol en funcién el tiempo.

La absorbancia de la solucién de Carvacrol en las primeras 5 horas presenta ligeras
fluctuaciones, pero después de un dia de que se prepard y durante una semana, la
absorbancia se mantuvo constante. Esto da un indicio de que el carvacrol tarda un en
estabilizarse en medio &cido. La absorbancia en medio 4cido varia, en promedio, un

1.55%

En la Gréfica 5.3 se presentan los espectros determinados a la solucién de Carvacrol

en medio bésico.
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Gréfica 5. 3. Espectros de Carvacrol en medio basico.
En medio bésico, el maximo de absorbancia se encuentra en 290 nm, la cual es

caracteristica de compuestos aromaticos con grupos ionizables que contienen

electrones con mayor disponibilidad de llevar a cabo una transiciéon del tipo n-1*.

Por otro lado, se graficé el compartimento de la absorbancia de la solucién de
Carvacrol en funcién del tiempo para comprender la estabilidad del terpeno en medio

bésico (Gréfica 5.4).
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Gréfica 5. 4. Absorbancia de una solucién de carvacrol 3.82X104 M en medio bésico en funcién del tiempo.
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Al igual que en medio acido, la absorbancia de la solucion se estabiliza después de
que ha pasado un dia de que se preparé y se mantiene asi durante una semana. Cabe
destacar que en las primeras 5 horas no se observan tantas fluctuaciones como en
medio acido, ya que en medio bésico se encuentra ionizada la molécula y la variacién

de la absorbancia es, en promedio, 1.45%.

Para realizar los experimentos posteriores a éste, se preparaban las soluciones con al

menos un dia de anticipacién para que el carvacrol se estabilizara en medio acuoso.

pKa del carvacrol.
Para la determinacién del pKa del Carvacrol, se realizdé una valoracidén acido-base

fijando la concentracién de carvacrol en 3.55X10# M. En la Gréfica 5.5 se presentan

los espectros de absorcién a cada cambio de pH durante la valoracién.
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Gréfica 5. 5. Espectros de absorcién de Carvacrol a diferentes valores de pH.

Al inicio de la valoracién, el pH de la solucién de carvacrol era de 13 y al final se
alcanzé un valor de 6.8. A valores de pH menores de 7, ya no se presenta ningdn

cambio en la absorbancia. Es importante destacar que en 262 y 275 nm se presentan
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dos puntos isosbésticos, lo cual indica que el Carvacrol posee por lo menos un

equilibrio acido base.

Para estimar el valor del pKa del Carvacrol se graficé la absorbancia, determinada en
290 nm, en funcién del pH (Gréfica 5.6). En donde se presenta un punto de inflexién

en la curva, es en donde se encuentra el valor de pKa.
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Gréfica 5. 6. Absorbancia determinada a 290 nm de carvacrol en funcién del pH.

De acuerdo con la Gréfica 5.6, el Carvacrol es capaz de donar un protén en medio
acuso cuyo valor de pKa es cercano a 10.5. Para corroborar el nimero de equilibrios
acido-base en los que participa el Carvacrol, se emplearon los datos de absorbancia
para alimentar el programa TRIANG, el cual, mediante un anélisis de componentes
principales llega a indicar cuéntas especies son las responsables de la absorbancia de

un sistema (Tabla 5.3).
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Tabla 5. 3. Resultados de TRIANG para identificar el nimero de especies acido-base del carvacrol.

AT No. de especies
0.001 2
0.002 2
0.003 2
0.004 2
0.005 2
0.006 1
0.007 1
0.008 1
0.009 0]
0.010 0

De acuerdo con los resultados de TRIANG, en el sistema se encuentran dos especies
que son capaces de absorber radiacién electromagnética dentro del rango de

longitudes de onda empleado.

Para refinar el valor de la constante de disociacién &cida del Carvacrol se empleé el
programa SQUAD. El programa SQUAD se alimenté con 24 espectros de absorcién
con 48 datos de absorbancia; cada uno determinado en el intervalo de longitudes de
onda de 222 a 316 nm; y se propuso un modelo monodonador de protones. En la

Tabla 5.4 se presentan los resultados obtenidos por SQUAD.

Tabla 5. 4. Resultados de SQUAD para el pKa del carvacrol.

Equilibrio Log B o V)
Carv- + H* 2 HCarv  10.5635+0.0008 5.3941X103 3.0696X102
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El valor del pKa del carvacrol es de 10.5635*. SQUAD, dentro del refinamiento que
realiza, da como resultado los coeficientes de absortividad molar de cada especie en
el sistema, En la Gréfica 5.7 se presentan los coeficientes de absortividad de las

especies acido-base del carvacrol en funcién de la longitud de onda.
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Gréfica 5. 7. Coeficientes de absortividad molar de las especies acido-base del carvacrol.

Es importante destacar que los coeficientes de absortividad molar son muy parecidos
a los espectros de absorcion; el méaximo de absorcidn se presenta para la especie acida,

en 275 nm; para la especie béasica en 290 nm.

En la Gréfica 5.8 se presenta el diagrama de distribucién de las especies acido-base del

carvacrol en funcién del pH.
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Gréfica 5. 8. Diagrama de distribucién de especies acido-base de Carvacrol.
Finalmente, para corroborar el ajuste del modelo propuesto se calculd la absorbancia
de cada espectro mediante la ley de Lambert-Beer y la ley de aditividades. Para el
célculo de concentraciones de las especies de Carvacrol se empled el valor de pKa
refinado por SQUAD, asi como el valor de los coeficientes de absortividad molar. En
la Gréfica 5.9 se presentan los espectros calculados (linea continua) empalmados con

los espectros experimentales (linea punteado) a diferentes valores de pH.

2.5

222 235 248 261 274 287 300 313

Gréfica 5. 9. Espectros tedricos (linea continua) y experimentales (linea punteada) de Carvacrol a diferentes
valores de pH.
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De acuerdo a la Gréfica 5.9, los espectros calculados son muy semejantes con los
experimentales, es decir, el modelo propuesto tiene un buen ajuste a los datos

experimentales.

El propésito de determinar el pKa del Carvacrol fue para establecer el intervalo de
pH en el cual la especie que predominara fuera la neutra para que, posteriormente
sea la que forme el complejo de inclusién con B-ciclodextrina. Segin el diagrama de
distribucidn de especies, la especie neutra predomina en valores de pH menores a 8.5

por lo que se decidié llevar a cabo la formacién del complejo a pH de 7.

Complejo de inclusién carvacrol-§- ciclodextrina.

Para la determinacién del valor de la constante de formacién del complejo formado
entre Carvacrol y B-ciclodextrina se llevaron a cabo valoraciones: Carvacrol con f3-
ciclodextrina y de manera inversa. Las soluciones de Carvacrol y B-ciclodextrina
fueron aforadas con una solucién amortiguadora de fosfatos 0.1 My pH DE 7.1 para

que la especie de Carvacrol predominante fuera la acida.

Espectrofotometria UV-Vis

El primer experimento que se realizé fue la valoracién de una alicuota de una solucidn
de B-ciclodextrina 2.13X10-* M con una de Carvacrol 5.1X104 M. A cada adicién de
valorante se determinaba el espectro de absorcién del sistema. En la Gréfica 5.10 se
presentan los espectros de absorcién corregidos por efecto de dilucién determinados

durante la valoracion.
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Gréfica 5. 10. Espectros de absorcién determinados durante la valoracién de B-ciclodextrina con Carvacrol.

En la Gréfica 5.10 se observa que al aumentar la concentracién de carvacrol se

presenta un efecto hipercrémico hasta formarse la banda caracteristica del carvacrol.

Para observar si se forma o no el complejo, se realiza la representacién gréfica de la
absorbancia en funcién de la relacién molar de ambos reactantes, la cual se presenta
en la Gréfica 5.11 (la absorbancia se determind a 273 nm, que corresponde al maximo

de absorbancia de la banda de Carvacrol).

72



0.6

0.4

0.2

0.0 o1 0.2 03 0.4 0.5 0.6 0.7
[Carvacrol]/[p-Ciclodextrina]

Gréfica 5. 11. Absorbancia en funcién de la relacién molar Carvacrol-B-ciclodextrina.
Debido a que la formacién del complejo de inclusién carvacrol-B-ciclodextrina es un
proceso poco cuantitativo, en la Gréfica 5.11 no se observa ningin cambio
pronunciado en la pendiente de la recta. Para reacciones poco cuantitativas es
preferible graficar la sefial analitica en funcién del pParticula (Rodriguez Ordufo,

2017), como se muestra en la Gréfica 5.12.
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Gréfica 5. 12. Absorbancia a 275 nm en funcién del pB-ciclodextrina.
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Con ayuda de la Gréfica 5.12, se puede estimar el valor de la constante de formacién
del complejo mediante la extrapolacién de la curva a valores de pp-ciclodextrina
pequefios por lado, y por otro, la extrapolacién a valores altos de pp-ciclodextrina y
en donde se intercepten éstas, serd el valor de logp. En la Gréfica 5.12, las rectas se

interceptan en un pp-ciclodextrina cercano a 2.9.

Es importante conocer el nimero de especies quimicas que absorben radiacién
electromagnética presentes en el sistema, para poder proponer un modelo de
formacién de complejos que més se asemeje a lo observado experimentalmente. Para
determinar el nimero de especies quimicas que absorben radiaciéon se empled el

programa TRIANG, cuyos resultados se presentan en la Tabla 5.3.

Tabla 5. 5. Resultado de TRIANG para la formacién del complejo Carvacrol-B-ciclodextrina.

AT No. de especies

0.001 4
0.002
0.003
0.004
0.005
0.006
0.007
0.008
0.009

N D D D MDD MDD D W w

0.010

De acuerdo con los resultados de TRIANG en el sistema existen dos especies capaces
de absorber radiacién electromagnética dentro del intervalo de longitudes de onda

empleado.
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Finalmente, para refinar el valor de la constante de formacién del complejo de
inclusiéon Carvacrol-p—ciclodextrina, se alimenté el programa SQUAD con 24
espectros que incluian 48 datos de absorbancia determinados en un intervalo de
longitudes de onda de 246 a 293 nm. Los resultados obtenidos se presentan en la
Tabla 5.6. Cabe mencionar que el modelo propuesto fue el de la formacién de un
solo complejo: Carvacrol-B-ciclodextrina, ya que, solamente con este modelo el

programa pudo llegar al refinamiento de la constante de formacion.

Tabla 5. 6. Resultados obtenidos de la refinacién de la constante de formacién del complejo carvacrol-B-
ciclodextrina.

Equilibrio Log B o v
Carv + fCD 2 Carv - BCD 3.3464+0.0614 1.2884X103 1.6716X103

El valor del logaritmo de la constante de formacién del complejo Carvacrol-f-
ciclodextrina es de 3.3464. El programa SQUAD, ademés de refinar el valor de la
constante, calcula los coeficientes de absortividad molar de cada especie presente en
el sistema; de acuerdo con el programa TRIANG son dos especies las responsables de
la absorbancia del sistema; para que SQUAD finalizara el refinamiento era necesario
alimentarlo con un modelo en el cual existieran tres especies absorbentes, es decir, el
huésped, el anfitrién y el complejo. En la Gréfica 5.13 se presentan los coeficientes de

absortividad molar de las tres especies en funcién de la longitud de onda.
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Carvacrol

1800
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1400

1200

1000 Carvacrol*p-Ciclodextrina

B-ciclodextrina

246 251 256 261 266 27 276 281 286 29
A (nm)

Gréfica 5. 13. Coeficientes de absortividad molar calculados por SQUAD. En verde son los coeficientes de
Carvacrol; en azul, los coeficientes del complejo y en rojo los coeficientes de la B-ciclodextrina.

Conociendo el valor de la constante de formacién del complejo carvacrol-f-
ciclodextrina, se pueden calcular las fracciones molares de las especies de carvacrol en
funcién de la concentracién de la B-ciclodextrina y asi establecer bajo qué condiciones

el complejo es la especie predominante en el sistema (Gréafica 5.14).

1.0
Carvacrol
Carvacrol *-ciclodextrina
08
i
3
c
Sos
Z
Q0.3
0.0
o 1 2 3 4 5 & 7

pp-CD

Gréfica 5. 14. Diagrama de distribucion de especies de Carvacrol en funcién del pp-CD.

76



Para que el complejo sea la especie predominante en solucién acuosa, es necesario
que el pB-CD sea menor que 3.3464, es decir, que la concentracién de B-ciclodextrina

sea de 4.5X10* M o mayor.

Finalmente, con los valores de los coeficientes de absortividad molar de las especies
quimicas presentes en el sistema y las concentraciones calculadas con el valor de la
constante de formacién, se simularon los espectros de absorcién determinados
experimentalmente y se graficaron juntos. En la Gréfica 5.15 se presenta el empalme
de los espectros experimentales (linea punteada) y los espectros tedricos (linea

continua).

25

2.0

Aumenta
[Carvacrol]

0.5

245 255 264 273 282 291

Gréfica 5. 15. Simulacidn de los espectros de absorcién (linea punteada, espectros experimentales; linea
continua, espectros tedricos).

Observando la Gréfica 5.15, se puede concluir que el modelo propuesto, en el cual se
forma un solo complejo de inclusién con relacién molar uno a uno, es el que se ajusta
a lo observado experimentalmente, ademas los espectros simulados se asemejan
bastante a los determinados experimentalmente y los pardmetros estadisticos de la

refinacion de la constante son apropiados para la cantidad de datos analizados.
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Por otro lado, se realizd la valoracién de una alicuota de una solucién de Carvacrol,
por lo que la cantidad inicial de Carvacrol se mantuvo constante durante todo el
experimento y la concentracién de B-ciclodextrina fue variando. En la Gréfica 5.16 se
presentan los espectros de absorcién determinados a cada adicién de valorante, los

cuales se encuentran corregidos por efecto de la dilucién.

Aumenta [B-CD]

246 254 262 270 278 286 294
A (nm)

Gréfica 5. 16. Espectros de absorciéon determinados durante la valoracién de Carvacrol con B-ciclodextrina.
Cuando se va aumentando la concentracién de B-ciclodextrina, la banda de absorcién
del Carvacrol se ve afectada por efecto de la formacién del complejo. Los efectos que
sufre la banda del carvacrol son: hipocrémico, ya que los méximos de absorbancia
disminuyen y batocrémico, ya que los méximos de absorbancia tienen un corrimiento
pequeino hacia longitudes de onda mayores (la transicion electrénica requiere de
menor energia). Otro aspecto importante de la evolucién de las bandas de absorcién
del carvacrol, es que, no desaparece el hombro que se forma en 278 nm al agregar

B-ciclodextrina, que en el caso del timol si sucede.

Es importante resaltar que entre los espectros presentados en el Gréfica 5.16, se forma

un punto isosbéstico en 280 nm, lo cual es un indicio de que existe, al menos, un
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equilibrio quimico relacionado con la especie quimica de la cual se va variando su

concentracion, en este caso, la -ciclodextrina.

En la Gréfica 5.17 se presenta la absorbancia en funcién de la relacién molar -
ciclodextrina/carvacrol. La absorbancia se determiné a 275 nm, longitud de onda a

la cual corresponde el méximo de absorcién del carvacrol.

0.9

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0
[B-ciclodextrinal/[Carvacrol]

Gréfica 5. 17. Absorbancia determinada a 275 nm en funcién de la relacién molar [B-ciclodextrina]-[Carvacrol].

De acuerdo con la Gréfica 5.17, se observa un cambio en el comportamiento de la
curva de absorbancia en funcién de la relacién molar, pero por ser una reaccién poco
cuantitativa, el cambio en la pendiente es muy tenue. A pesar de esto, se pudo realizar
una extrapolacién en ambos extremos de la curva y se llegan a interceptar en una

relacidn cercana a 1.5.

Por otro lado, se ejecut6 el programa TRIANG para determinar el nimero de especies
que sean capaces de absorber radiacién electromagnética en el sistema. En la Tabla
5.7 se presentan los resultados obtenidos por TRIANG, la cual, nos muestra que hay,

minimo, dos especies que son las responsables de la absorbancia del sistema.
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Tabla 5. 7. Resultados de TRIANG para determinar el nimero de especies absorbentes.

AT No. de especies
0.001 3
0.002 3
0.003 2
0.004 2
0.005 2
0.006 2
0.007 2
0.008 1
0.009 1
0.010 1

Teniendo como antecedente el nimero de especies que son capaces de absorber
radiacion y el gréafico de relaciones molares, se propusieron modelos en los que se
forme un complejo de inclusién con estequiometria 1:1 y 1:2, ya que, una de las
especies que absorbe es el carvacrol libre y la segunda especie debe de ser el complejo,
ya que, la B-ciclodextrina posee coeficientes de absortividad muy pequefios en el

intervalo de longitud de onda empleado.

Para el refinamiento de la constante de formacién del complejo se utilizé el programa
SQUAD, el cual se alimenté con 24 espectros con 48 datos de absorbancia cada uno
determinada de 245 nm a 292 nm. En la Tabla 5.8 se presentan los resultados

obtenidos.
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Tabla 5. 8. Resultados dados por SQUAD de la refinacién de la constante de formacién del complejo de
inclusién Carvacrol-B-ciclodextrina.

Equilibrio Log B c V)
Carv + BCD 2 Carv - fCD 3.2529+0.0208 1.5752X103  2.6178X103

El valor de la constante de formacién del complejo Carvacrol-B-ciclodextrina es
1790.2 (103-2%2%), de acuerdo al refinamiento hecho con SQUAD. En la Gréfica 5.18 se
presentan los coeficientes de absortividad molar, los cuales se encuentran graficados

en funcién de la longitud de onda.

€ (mol! L cm)
2500

Carvacrol

2000

1500

Carvacrol * B-ciclodextrina

1000

500

p-ciclodextrina

245 250 255 260 265 270 275 280 285 290
% (nm)

Gréfica 5. 18. Coeficientes de absortividad molar calculados por SQUAD.

Con el valor de la constante de formacién fue posible calcular las fracciones molares
de las especies de Carvacrol a diferentes concentraciones de B-ciclodextrina. En la
Créfica 5.19 se presenta el diagrama de distribucién de especies de carvacrol en

funcién del pB-CD. Para que el complejo de inclusién sea la especie predominante
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en el sistema, es necesario que la concentracién de B-ciclodextrina sea mayor o igual

que 5.6X10*M, es decir, valores de pp-CD menores o iguales que 3.2529.

Carvacrol * p-ciclodextrina Carvacrol

0.8

Al

o
o

Ocarvacrol

o
i

0.2

0.0

pp-CD

Gréfica 5. 19. Diagrama de distribucién de las especies de Carvacrol en funcién del pp-CD.

Finalmente, para corroborar la bondad del ajuste del modelo propuesto a lo
observado experimentalmente, se calculé la absorbancia de cada espectro mediante
la ley de Lambert-Beer y la ley de las aditividades, para lo cual se utilizaron los valores
de fracciones molares calculadas en el diagrama de distribucién de especies y los
valores de los coeficientes de absortividad molar dados por SQUAD. En la Gréfica
5.20 se presentan los espectros experimentales (linea punteada) empalmados con los
espectros tedricos (linea continua). En la simulacién se observa que la diferencia entre
los espectros experimentales y los tedricos es muy pequefia, sobre todo en los valores
méximos de absorbancia; en donde se observan mayor diferencia en los minimos de

absorbancia.
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12 Aumenta
[B-Ciclodextrina]

245 250 255 260 265 270 275 280 285 290
% (nm)

Gréfica 5. 20. Simulacién de los espectros de absorcién. En linea punteada se presentan los espectros
experimentales y en linea continua los tedricos.

Calorimetria de titulacién isotérmica.
En la Gréfica 5.21 se presenta el termograma obtenido en la valoracién de carvacrol

con timol.

49

47

DP (uW)

44

43

41

0 30 60 90 120 150 180
t (min)

Gréfica 5. 21. Termograma obtenido de la titulacién de calorimetria isotérmica de Carvacrol con B-ciclodextrina.
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De acuerdo con la orientacién de los picos de la Gréfica 5.21, la inclusién del carvacrol
en f-ciclodextrina es exotérmica, ya que es necesario que el equipo disminuya la
temperatura de la celda de reaccidn para que ésta sea igual a la de la celda de
referencia. El termograma se integré para obtener la isoterma de enlace que se

presenta en la Gréafica 5.22.

[B-ciclodextrina]/[Carvacrol]
0 1 2 3 4 5 6 7

AH (kJ/mol)

Gréfica 5. 22. Isoterma de enlace Carvacrol-B-ciclodextrina.

La forma de la isoterma de enlace de la Gréfica 5.22 corresponde a una reaccién poco
cuantitativa y exotérmica. Es una reaccién poco cuantitativa porque la forma de la

curva no es sigmoidea.

Los datos de la isoterma de enlace se ajustaron a un modelo de un sitio de enlace
(one set of sites) con el programa MicroCal-PEAQ-ITC. Los datos se ajustaron a un
modelo con una n de 1.18, por lo tanto, la relacién estequiométrica del complejo de

inclusion es de 1:1. En la Tabla 5.9 se presentan los pardmetros del ajuste.
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Tabla 5. 9. Pardmetros obtenidos en el ajuste de la isoterma de enlace Carvacrol-p-ciclodextrina a un modelo de
un sitio de enlace.

Parametro Valor
K 2034.5+2.5
Log B 3.31+0.005
N 1.18
AH -19.67+0.01 kJ mol
AG -18.88+3.04 kJ mol"
-TAS 0.8 kJ mol
AS -2.68 ) mol' K-

En la Gréfica 5.23 se presentan los valores de los pardmetros termodinédmicos de la

inclusion de carvacrol en B-ciclodextrina en forma de barras.

0.79

-TAS

-20 A

24
Gréfica 5. 23. Perfil termodindmico de la inclusién de Carvacrol en B-ciclodextrina.
El proceso de la inclusién de Carvacrol dentro de la B-ciclodextrina es espontaneo ya

que la energia libre de Gibbs (AG) posee un valor negativo de 18.9 kJ/mol.

Dentro de la cavidad de la ciclodextrina, antes de la inclusién, hay moléculas de agua
con una alta energia; al entrar el Carvacrol éstas salen liberando la energia en forma

de calor, es decir, que la inclusidon de Carvacrol en B-ciclodextrina es exotérmica y la
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cantidad de calor que se libera es de 17.9 kJ por cada mol. La interaccién que

predomina entre el huésped y el anfitrién son enlaces de hidrégeno.

El cambio entrépico de la reaccién es de -2.68 J mol' K'; el valor negativo del cambio
entrépico se debe a que cuando se forma el complejo de inclusién la libertad de
traslacién y rotacién del carvacrol disminuyen dando como resultado un sistema mas

ordenado (Mourtzinos, Salta, Yannakopoulou, Chiou, & Karathanos, 2007).

Determinacién del pKa del complejo Carvacrol-p-ciclodextrina.

Teniendo en cuenta que el Carvacrol forma un complejo de inclusibn con pB-
ciclodextrina, se determiné el pKa del complejo de inclusién imponiendo un pp-CD
de 2 para asegurar que todo el Carvacrol se encuentre dentro de la B-ciclodextrina.
En la Gréfica 5.24 se presentan los espectros de absorcién obtenidos en la valoracién
acido-base del complejo Carvacrol-B-ciclodextrina los cuales se determinaron en un

intervalo de pH de 12.67 a 7.0.

2.0

)2
A
Aumenta pH
0.8
0.4
0.0
223 238 253 268 283 298 313
A (nm)

Graéfica 5. 24. Espectros de absorcién de la valoracion &cido-base del complejo de inclusién Carvacrol-§-
ciclodextrina
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Como se puede observar en la Gréfica 5.24, entre los espectros de absorcién
determinados durante la valoracién se forman dos puntos isosbésticos: uno en 261y
el segundo en 276 nm, lo cual es un indicio de que existe, al menos, un equilibrio

quimico relacionado con la particula con la cual se va variando su concentracién.

En la Gréfica 5.25 se presenta la absorbancia determinada a 291 nm en funcién del

pH.

e ¥ i®
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6.5 7.5 8.5 9.5 10.5 1.5 12.5
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Gréfica 5. 25. Absorbancia determinada a 291 nm en funcién del pH.
En la Gréfica 5.25 cada punto representa a un espectro de absorcién y en donde se
presenta un cambio pronunciado en la pendiente de la curva y es en donde se
encuentra el valor del pKa del complejo de inclusidn. Es por esto que para realizar el
refinamiento del pKa del complejo se alimentd al programa con un modelo de un

equilibrio.

Para hacer el refinamiento del pKa se alimentd el programa SQUAD con 24 espectros
de absorcidén con 47 datos de absorbancia determinados en un intervalo de longitudes
de onda de 223<A<315. En la Tabla 5.10 se presentan los resultados obtenidos para

el refinamiento del pKa.
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Tabla 5. 10. Resultados de SQUAD para el refinamiento de las constantes de disociacién acida del complejo
Carvacrol-B-ciclodextrina.

Equilibrio Log B o v
CarvCD + H* 2 HCarvCD 10.7232+0.0034  1.6107X102  1.9483X10"

Para corroborar que el modelo propuesto es el que se ajusta a los resultados
experimentales, se calculd la absorbancia a 291 nm en funcién del pH y se comparé

con los datos de absorbancia experimentales

1.0
- - tTe
0.8 ¥ g
0.6
A ’(:a
e e o oExperimental
0.4
P e Calculado
! r"
0.2
0.0
6.9 7.9 8.9 9.9 10.9 1n.9 12.9

Gréfica 5. 26. Comparacion de la absorbancia calculada (linea continua) y la experimental (linea punteada) en
funcién del pH.

El complejo Carvacrol-p-ciclodextrina se comporta como un &cido diprético de
Brgnsted-Lowry en medio acuoso ya que el modelo propuesto de dos equilibrios
tiene un buen ajuste a los datos experimentales ademdas de que los pardmetros

estadisticos dados por SQUAD poseen valores adecuados.

La razén por la que aumenta el valor del pKa del Carvacrol, de 10.5635 a 10.7232,
es porque se encuentra dentro de la cavidad de la B-ciclodextrina, ocasionando que

las propiedades &cido-base del Carvacrol se vean modificadas.
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Se construyé el diagrama de distribucién de especies condicionales del Carvacrol y se

compard con el diagrama de distribucién de Carvacrol sin B-ciclodextrina (Gréfica
5.27).

0.8

o
o

1
A Carvacrol

o
KN

0.2

0.0

pH

Gréfica 5. 27. Diagrama de distribucién de especies 4cido-base de Carvacrol. Linea punteada en ausencia de -
ciclodextrina; linea continua: especies acido-base de Carvacrol a un pp-CD impuesto de 2.0.

El pKa del Carvacrol aumenta por efectos de complejacién, es decir, que al
encontrarse dentro de la cavidad de la B-ciclodextrina hace que disminuya su

capacidad donadora de protén al medio y la estabilidad de la especie &cida aumente.
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Estudio de la solubilidad de Carvacrol en funcién de la concentracién de f-
ciclodextrina.

En la Tabla 5.11 se presenta la cantidad de Carvacrol que se logré disolver en cada
solucién de B-ciclodextrina. El Carvacrol se cuantificd con ayuda de una curva de

calibracién cuya funcién fue: A270nm=1.9144[Carvacrol]-0.0097.

Tabla 5. 11. Resultados del método de Higuchi-Connors para el Carvacrol.

Solucién [[J-ciclodextrina] (mM) [Carvacrol’] (mM)
1 0.00 7.23
2 1.00 8.44
3 2.99 9.32
4 3.99 10.55
5 4.99 11.44
6 5.98 11.84

Con los datos de la Tabla 5.11 se construy6 el diagrama de solubilidad-fases que se

presenta en la Gréfica 5.28.
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[Carvacrol] (mM)

"| [Carvacrol] = 0.7698[p-ciclodextrina] + 7.3719
Rz = 0.9804

0 1 2 3 4 5 6 7
[B-ciclodextrina] (mM)

Gréfica 5. 28. Diagrama de solubilidad-fases de Carvacrol en funcién de la concentracién de B-ciclodextrina.

La solubilidad del Carvacrol se puede determinar cudndo a la concentracién de f-
ciclodextrina tiende a cero, es decir, que la ordenada al origen corresponde a la
solubilidad de Carvacrol en agua. En este caso, la solubilidad de Carvacrol en agua es

de 7.3719X103 M, lo que es equivalente a 1.11 g/L.

Es importante hacer notar que se logré disolver hasta un 60% mas Carvacrol con
ayuda de la B-ciclodextrina, ya que cuando se tiene una concentracién de 6 mM de

B-ciclodextrina la solubilidad de Carvacrol aumenta a 1.78 g/L.

Con el método de Higuchi-Connos también se puede determinar el valor de la

constante de formacién del complejo, la cual fue:

a

[Carvacrol]y(1 — a)

K — 0.7698
© 7.3719 x 1073(1 — 0.7698)

K = 456.6

logf = 2.66
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El valor del log B no se asemeja al determinado por el método de relaciones molares,
ya que con el método de Higuchi-Connors se utilizan menos datos para determinar
el valor de la constante. EL objetivo de emplear este Gltimo método es para apreciar

cdmo aumenta la solubilidad de Carvacrol en presencia de B-ciclodextrina
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Conclusiones



Tanto el timol como el carvacrol forman un complejo de inclusién con la j-
ciclodextrina con una relacién estequiométrica de 1:1, lo cual se pudo determinar por

espectrofotometria UV-Vis y calorimetria por titulacién isométrica.

Debido a que las interacciones que existen entre la B-ciclodextrina con Timol y
Carvacrol son no covalentes, las reacciones de formacidn de los complejos de
inclusién son poco cuantitativas y los logaritmos de las constantes de equilibrio
determinados fueron 3.42+0.04 y 3.35+0.06, respectivamente; los cuales son muy
semejantes a los reportados por Kfoury (3.17 para timol y 3.42 para carvacrol). La
diferencia en los valores de log § viene dada por metodologia empleada, ya que en
el trabajo de Kfoury se hace mediante un método competitivo entre los
monoterpenos y el naranja de metilo, ademas, para la determinacién de las constantes
en este trabajo se utilizé un nimero mayor de datos de absorbancia lo cual hace que

los pardmetros estadisticos del ajuste sean confiables.

Se logré establecer el perfil termodindmico mediante ITC de la inclusién de timol y
carvacrol en B-ciclodextrina. La inclusién de los terpenos en B-ciclodextrina ocurre de
manera espontanea por que el valor de la energia libre de Gibbs presenta un valor
negativo y es exotérmica debido a que el valor del AH es menor que cero en ambos
casos. Por lo regular, los grupos ionizables quedan fuera de la ciclodextrina cuando
se forman los complejos de inclusién, pero en el caso de los compuestos fendlicos, el
grupo OH queda dentro de la cavidad gracias a que se pueden formar enlaces de
hidrégeno (Rekharsky & Inoue, 1998). El cambio entélpico se debe a la liberacién de
moléculas de agua de la cavidad hacia el seno de la solucién y por la formacién de

enlaces de hidrégenos entre los terpenos y la B-ciclodextrina.

La especiacién quimica es necesaria para identificar las condiciones 6ptimas (pH,
concentraciones de huésped y anfitrién, temperatura, fuerza idnica, etc) para obtener
una especie quimica de interés. Por lo regular se emplea para mejorar la forma de

preparacion de un farmaco.
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Anexos



.  Programa SQUAD.

El programa SQUAD (Stability QUotients from Absorbance Data) es un programa
diseflado por Legget en lenguaje Fortran. La funcidén de SQUAD es el de refinar los
valores de las constantes de formacién de un modelo quimico propuesto a partir de
datos de absorbancia determinados a diferentes longitudes de onda y a diferentes

composiciones quimicas (Moya Hernandez, 2003).

El modelo quimico propuesto puede ser dependiente o no del pH; el modelo

quimico propuesto puede contener una o mas especies cuya férmula sea:
! !
M;M' H;LiL',

Dénde: j, |, k y deben de ser o igual o menores de 1; para i < O indica OH vy

para i>0 indica la presencia de H.

El refinamiento se da cuando se minimiza la suma de los cuadrados de los
residuales de la absorbancia (U) mediante el algoritmo de Gauss-Newton (Leggett,

1985)

I NwW

U= 2 X(AiT,k - Afk)z

i=1k=1

Donde:
|=todas las soluciones
NW= todas las lofitudes de onda

Al =Todas las absorbancias calculadas por SQUAD a la 4-ésima longitud de
onda de la £iésima solucion.

Af, = Todas las absorbancias determinadas experimentalmente de la 4-ésima
longitud de onda de la Fiésima solucién.



El programa SQUAD calcula la absorbancia de la ~ésima solucién a la 4-ésima
longitud de onda empleando la ley de Beer asignando coeficientes de absortividad
molar a cada especie y determina la concentracién de éstas mediante el algoritmo de
Newton-Raphson (Rodriguez-Laguna, Reyes-Garcia, Moya-Herndndez, Rojas-

Hernandez, & Gémez-Balderas, 2016).

La convergencia se da cuando la diferencia en la minimizacién entre un ciclo
iterativo y otro es no mayor a 0.001 unidades. Que se cumpla este criterio no significa
que se ha llegado al mejor refinamiento, ya que, se puede caer en el caso de una

convergencia de un minimo local (Rodriguez-Laguna et al., 2016).

SQUAD utiliza algunos pardmetros estadisticos para establecer que el modelo
quimico propuesto es el que explica las observaciones experimentales. Tales

parametros son (Gémez Zaleta, 2006):

Pardmetro de correlacién (matriz)

e La desviacién estdndar sobre los datos de absorbancia (Ogates) Yy las
constantes de formacion (Octes.).

e La desviacidon estandar sobre cada espectro (Gespectro)-

e La desviaciéon estandar de los coeficientes de absortividad (ocoes).

Se espera que los valores de la desviacidon oscilen entre 0.0001 y 0.001

(Rodriguez-Laguna et al., 2016).

Es necesario que el modelo quimico propuesto tenga congruencia con las
observaciones experimentales, ademés de tener pardmetros estadisticos deseables. Los
coeficientes de absortividad calculados deber de corresponder con el comportamiento
experimental de cada especie y que éstas puedan predominar bajo las condiciones

experimentales (Moya Hernéndez, 2003).



Il. Método de Higuchi-Connors

El método de Higuchi-Connors se emplea en el estudio de la solubilidad de moléculas
orgénicas formando complejos de inclusién con ciclodextrina (Hernédndez Garcia,
2017). El estudio consiste en agregar diferentes cantidades de ciclodextrina (CD) a una
solucién saturada del huésped (G) y dejar en agitacién constante para que se llegue
al equilibrio. Después, se cuantifica al huésped que se pudo disolver en la solucién
para construir el diagrama de solubilidad-fases, en el cual, se grafica la cantidad de

huésped en funcién de la cantidad de ciclodextrina (Piletti et al., 2017).

Los diagramas de solubilidad-fases obtenidos se clasifican en dos tipos: Ay B
Diagrama tipo A: Formacién de complejos solubles

Diagrama tipo B: Formacién de complejos poco solubles.

Ademas, con el diagrama de solubilidad-fases de Higuchi-Connors, es posible

determinar el valor de la constante de formacién del complejo en estudio.

[Gm C D]
[G]™[CD]"

Por balance de materia se tiene
[G] = G,
[G]r = Go + m[Gy,CD,y]
[CD]r = [CD] + n[G,,CD,]

Por lo tanto

[G]

Il
D
S

iii



(G CDy] = =0

[CD] = [CD]y — [GnCDy]

Gy es la concentracidn del huésped en la solucidn en ausencia de ciclodextrina. Para
el sistema de solubilidad-fases cuando el complejo que se forma tiene una relacién

estequiométrica de 1:1 (m=1; n=1), se llega a la siguiente expresion.

_ KGo[CD]r
™ 14KG, 0

Cuando se obtiene un gréfico de solubilidad-fases del tipo A, la ordenada al origen

serd la solubilidad del huésped en el medio y la pendiente seré:

_ KG,
*T1¥KG,

A partir de la expresidén anterior se puede determinar el valor de la constante de

formacién del complejo de inclusion.

a

K= 6d-o
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