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FDA: American Food and Drug Administratiorn,
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GE: Gelificacién externa

GGFPF: Geranil geranil pirofosfato

G Gelificacidn intarna

G Gelificacidn interna
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IR Infrarrojo

JECFA: Comité de Expertos en Aditives Alimentarios,
ke Constante de Complejacidn

Lineas celulares PC-3 v Hep G2

LOD: Limite de deteccidn

Lo Limite de Cuantificacion

MAT: Envasado en atméfera medificada,
MDD Maltodextrinas,

MEP: Metileritritel fosfato

MV A Acido mevalénico
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PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxilasa,
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PSDN: Proteina de suere desnaturalizada
PSM: Proteina de suero nativa

RBD: Refinada, blanqueada, desodorizada
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RIMN: Resorancia magnética nuclear,

RO S Espede reactiva de oxigeno,

& Sustrato

Swt Solubilidad del sustrato.

Si Secado por atornizacién

5D Desviacidn estdndar,

SEM: Microscopia de transmisidn electrénica
TG: Termmogravimetria

TIME-B-CDs: 2, 3, 6 trimetil-p-dclodextrinas.
UV Ultravicleta,

UV-Vis: Ultavioleta visiskle

VHS: Virus del Herpes Simple

WP Whey proteinisclated
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1. ACEITES ESENCIALES

1.1 [NTEQDUCCION

El términe aceite esencial [(AE) es utilizado para referirse a sustancias
lquidas, voldtiles, de cardeter lipofilico v con fuertes propiedades aromaticas. Estas
sustancias son sintetizadas por las plantas come tmetabolitos secundarios ¥ pueden
ser ewtraidas mediante métodos fizices corme la destilacidn a wvapor o
hidrodestilacddn, Los AE tiensen un papel muy importante en la proteccidn de las
plantas actuando commo agentes antibacterianos, antivirales, antifiingicos e
insecticidas, Poseen una composicién quimica compleja que consists en una mezcla
de sustancias orginicas cotne hidrocarbures, alecholes, aldehidos, cetonas, ésteres,
etc,, de peso molecular mener de 400 Da v presién de vapor suficientemente alta

para volatilizarse a ternperatura ammibdente (Bauer et al,, 2001),

Loz AE son oonocides desde la Edad Media por sus propiedades
antisépticas, terapéuticas ¥ por su intenso arorna, despertando un gran interds para
la conservacidn de alimentos, Debido a sus propiedades antimnicrobianas,
actualments se estd potenciande el uso de estos compuestos en la industria
farmacéutica v alirmentaria reduciende asf el uso de productes quimicos de sintesis

¥ protegiendo el equilibrio eceldgice,

La mayoria de los AE son extractos de plantas aromdticas localizadas en
zonas temnpladas v cdlidas comme dreas mediterrdneas v tropicales. Son lguidos,
voldtiles, cristalines, raratnente coloreados, solubles en disclventes orgdnicos y
gereralmente con menor densidad que el agua. Son sintstizades por los distintos
drganos de las plantas: sernillas, flores, hojas, tallos, raices ¥ rarmas, v se almacenan
en catales, células epidérmicas o en tricomas glandulares para su posterior

secrecidmn,

La extracddn del AE de la planta consiste, principalmente, en una
destiladdn a kaja o alta presidn mediante el use de agua (hidrodestilacidn),
corrientes de vapor o mmediante &l uso de didwide de carbone lquide, Teniendo en
cuenita que el producte de la extraccidn puede variar en calidad, cantidad y

cotnposicién dependiende de factores comne las caracteristicas de la tierra de
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cultive, el érgane de la planta del cual s2 hace la extraccidn, edad y estade del ciclo
wvagetative, es necesaric controlar el material ¥ las condiciones de extraccidn para
obterier un AE de caracteristicas homegéneas (Masoti et al,, 2003 Angieni et al,
2006), La composicidn gquirmica de los AE suele ser caracterizada por cromategrafia

de gases masas [(GC-MS).

En la actualidad se conocen alrededor de 3000 AE, 300 de los cuales son
aotnerdalmente importantes para la industria farmacéutica, sanitaria, cosmética v
alimentaria. Loz AE v/o muchos de sus componentss son ampliaments usados en
perfurmeria, cosmética, en industria farmaceitica, odontologia, agricultura, cormo
aditivos en la industria alimentaria ¥ come remedios naturales, Por gjermnple, d-
limenene, geranyl acetato o d-carvora, se utilizan en perfumes, cremas, jabones,
come arema en productos quitnicos de limpieza v come aditivos en alimentadén,
Ademnds, en la actualidad el use de mezdas de AE se estd ampliade a fines
terapeliticos v en aromaterapia (Hajhassherni et al., 2003; Perry et al.,, 2003 Silva et

al., 2003).

1.2, HisToRIa DE LOS AE

La aparicidn de las prirmeras civilizadones v la preccupacidn por la imagen
¥ apariencia fisica puede considerarse como detonante indirecto para la btsqueda,
el estudio v &l conocimients de los AE. Los primeros testimmonios escritos sobre AE
proceden de Egipto, China, India, Arakia, Persia v Greda, en loz que se
demostraban los sofisticades conocimientes v tradidones que imperaban en el

cultive v los usos de hierbas ¥ especias (Loewenfeld v Badk, 1930).

El Antigue Testammente recoge nurmercosos  testimenicos  sobre el
conocitniento v uso de los AE. Los primercs procesos de destilacidn de AE se
realizaron en Oriente (Egipto, Persia e India), sin embarge, v al igual que en
truchos otros carmpos, estas rudimentarias destilaciones consiguieron su mAxitmo
desarrollo en Occidente, Los legados sobre los métodos, objetivos v resultados de
estas primeras destilaciones son escasos vy ambiguos, S8lo en los escritos de grandeas
historiadores come Herodoto (484425 a.C), Flinio (23-79) ¥ su contempordnso

Dioscdrides [;7-65), empieza a haber reseflas sobre AE, siende el aceite de
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trementina el primer AE mencionade por los historiadores griegos ¥ romanos

{Guenther, 1943),

En la Antigua Grecia, Rorma v, scbre todo, a partir de la Edad Media, se
glaboraban AE cuya obtencidén distaba mucho del métede utilizade en la
actualidad. Los aceites se embotellakan con flores, raices 1 otras partes arormndticas
de las plantas y después de un tiempo de maceracién se consegufan “aceites

olorosos”,

El primer manusaito que define la destilacién como métede de obtencién
de un AE fue escritc per Armald de Villanowva (1235-1311), quien especificsd

detalladarmernte el procese de destiladdn del AE de tremmentina,

Er el 5. XIII, los AE se produclan en fartnadas y sus aplicaciones ya eran
descritas en farmacopedias (Bauer et al., 2001), pero su uso en Eurcopa no parece
extenderse hasta &l = XV, época en la que comenzaron a comercializarse an
Londres, Cabe destacar la obra de “MNew Gross Destillirbuch”, de Water Reiff
(1556), que contiene la primera referenda sobre la industria vy comercializacidn de
AE Deacuerde con el fisico francés Du Chesne, en el s, XVII la preparacién de AE
ara muy commin, ¥ las farmacias comerdalizaban de 15a 20 tipes de AE diferentes
(Guenther, 1948), Todos estos avances en la obtencidn de AE se desarrollaron
paralelarmente a téonicas de fracoionamiente v caracterizacdn de los mismeos, En el
5. XVII comenzd la revelucidn quitnica con el plantearniento de la hipdtesis sobre
la naturaleza de las sustandias que compornen estas mezclas v la forma de separarlas
para conseguir su identificacién. Houton (1887 fue el primero en detectar la
relacién carbonofhidrégenc, aungue no fue hasta 1918 cuande Wallach sentd las
baszes de los terpencs ¥ su clasificaddn (Guenther, 1972). Come consecusncia de los
avances en la caracterizaddn v propiedades de los AE, el use de los mismos s ha
arnpliade a lo large de la historia, Los primeros experimentos sobre las propiedades
bactericddas de los vapores de log AE fueron descritas por De la Croix en 1831
(Boyle, 1955). 5in embargo, en el trascurse de los siglos WIK v X0, el use de los AE
cot fines médicos pasd a un segunde plane, dando mayor importanda a su uso

cotno aromatizantes {Guenther, 1948).
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1.3, CoMPoSICION QUMICa DE Los AR

Los AE sen meszclas complejas que pueden contener entre 20 y &0
cotnpuestes de diferentes estructuras quitnicas en congentraciones muy diferentes,
Normalmente, sus propiedades son atribuidas a dos o tres componentes
trayoritarios (20-F0%), que son los que determinan la actividad bicldgica de los
tristmos (Croteau et al; 2001, Bowles, 2003 Pichersky et al., 2008). Entre los
cotnponentes mayoritarios de los AE se encuentran terpencs ¥y otros componentas

arotmaticos.

1.3.1. Terpenos

Los terpenos son lipides insaponificables fermades por dos o mds unidades
de isoprenc (Zmetil-1,3butadiens). Pueden ser meléculas linealss o delicas, y
algunos de ellos contisnen estructuras de ambos tipos. Son sustancias sintetizadas
por las plantas a partir de metabolitos primarios a través de dos rutas: la ruta del
dcido mevaldnice, activa en el citosol, en la que tres moldoulas de acetil-Co & =e
condensan para formar ddde mevalénico (MWVA), que reacciona hasta formar
iscpentenil pirofosfate (IPP); o bien la ruta del metileritritel fosfate (MEP) que

funciona en cloroplastos v tambidn genera IPF (Avalos y Pérez, 2009),

El IPP v su iséimero dimetilalil pirefostate (DMAPP) son los precursores
biosintéticos de los terpencs, dando lugar mediants reacciones de condensacidn a:
E-geranil pirofostate, precurser de monoterpencs, farnesil pircfosfato (FPF)
precursor de sesquiterpencs, ¥ geranilgeranil pirofosfato (GGPP), que es precursor
de diterpencs. La hidrélisis de todos estos &steres, junto con sucesivas
isomerizadones vy reacciones intramoleculares, origina toda la gama de estructuras
terpénicas (Figura 1.1.1),

Dentro del grupo de les compuestos que contienen terpencs destacacan:
horrnonas (giberelinas vy dcide absdsico), pigmentos carotencides (carotencs y
xantefilas), estercles (ergostercl, sitosterol, colestercl), derivados de los esterolas
(glicdesidos) ¥ AE, proporcicnando el aroma v el sabor caracteristico de las plantas.
Otros compuestos commo las citoquininas v las clorofilas no son terpencs, pero
contisnen en sy estructura una cadena lateral que a3 un terpenc. A la vista de esta
variedad de compuestos, es evidents que muchos terpenos tienen un importants

valor fisicldgico ¥ comercial,
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Los AE estdn formmados en su mayorfa por monoterperncs (Cu),
constituyende hasta un 90% de log AE, Los meonoterpenos (Cu) son frecuentes en
familias de angiospermas como Aplaceds, Asteracese, Laninaceqs, Myristaces,
Myriacede, Pogewe v Rubaceae (Guenther, 1952), S2 habla de monoterpencs regulares
cuando se originan por la fusidn “cabeza-cola”™ de dos unidades de isopreno,
enlazando el carbone 1(C1) de la primera unidad de IPP v el carbone 4 (C4 de la
segunda. Los monoterperios irregulares se forman cuando la fusidn es del tipo
“cabeza-mitad®, es decir, la fusién se produce entre &l carbono 1(Cy dela primera
unidad de isoprenc v el carbono 24 3 (Cy, C3) de la segunda molécula, & partir de
esta pritnera diferenciacidn se pusden subdividir atendiendo al ndmers de ciclos
que presentan: acidices, monociclicos v biciclicos. Entre las moléculas mds

represantativas destacan (Tabla L11):

Tabla 1.1.1. Monoterpenos mas frecuenies de los AR,

Carburos
Adclideos: mirceno, Ocitneno.
Monociclicos: terpinenes, p-cimene, felandrenc
Bidclicos: pinenos, 3-careno, carmfenc, sakinenc

Alcoholes
Adclicos: geraniol, linalol, citronelol, lavandulel, nersl

Monociclicos: eterpinecl, carveol
Biciclicos: borneol, fenchol, arisantencl,

Cetonas
Adclicos: tegetona
Monocfelicos: Menitonas, carvona, pulegona, piperitona
Biciclico: alcanfor,  fenchona, tujona, ombelulona,
pinccarmfona, pinocarvona

Esteres
Adclicos: linalil acetato, propionato, acetato de dtronelilo
Monociclicos: mentol, -terpinil acetate

Eteres
Aciclicos: 1,8- cinecl, mentofuranc

Fenwoles
Timeol, carvacrol
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Los sesquiterpenos (Cus) estdn formades por la unidn de tres unidades de
iscprenc, La extensidn de la cadena aurnenta el niamero de ciclaciones permitiendo
una gran variedad de estructuras, Su estructura ¥ funcidn es muy similar a la de los
mototerpenos, Por regla gensral, la mayorfa de ellos presenta una unidén regular
“cabeza-cola®. Al igual que los monoterpenos, se pueden encontrar en los AE, pero
estdfl presentes con tmayer frecusnda, en honges, plantas no vasculares e incluse en

bacterias comme Streptomyees.

Al contar con ura unidad de isopreno mds que los monoterpenos,
presentan una mayor plasticidad en su construccidn que se traduce en una mayor
variabilidad estructural v funcional, Las estructuras mds impertantes se detallan en

la Tabla I.1.2.

Tabla 1.1.2. Sesquiferpenos mas frecuenfes de los AE,

Carburos
azulens, -bizabolens, camines, B-caryophileno, longifeleno,
curcumenos, f-farnesenes, zingikireno

Cetonas

B-MNootkatona, ventinona

Entre las plantas que contienen estos cotmpuestos se encuentran bergameota,
alcaravea, apio, euclipto, lavanda, menta, naranja, mandarina, pimienta, pino,

rotnere, lavanda, limdn v tomille,

Los diterpenos (Cz) son compuestos formadoes por 4 unidades de isoprenoc,
Presentan mmayor peso tnolecular y tnenor veolatilidad que monoterpencs v
sequiterpencs.  Sus caracter{sticas roleculares y  estructurales dificultan la

extraccidn por corrientes de vapor (Torres et al., 1997).

La mayeria de log diterpencs han sido extrafdos de plantas vasculares v de
algunos taldtites, come algas ¥ hongos, Pueden actuar como sustandas repelentes,
como feromenas atrayentes de insectos, e incluso come compuestos citotdnicos
frente a células turmorales (Porter v Spurgeon, 1981; Schiest et al., 2000; Iguchi et al,,
200%).

Loz tetraterpenos (Ca) difieren del reste de grupos de compuestos

isoprencides en que no presentan dcladdn del esquelets carbonado prindpal salve
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sxcepciones, como es case de B-carcteno (Duan ¥ Moeller, 2001 Srisoma et al,,

2001).
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13.2. Otros componentes aromaticos

Sort derivadeos de los fenilpropancides, v se encuentran en menor

proporcidn que los monoterpenos, Entre ellos destacan (Tabla L13):

Tabla L13. Ofros componentes aromaficos presenfes en los AE.

Aldehidos
Cinamaldehida

Alcoholes
Alcohol cindrmico

Fenwoles
Chavicol, eugensl

Metoxi-derivados

Anetol, elernicing, estragol, metileu gensl

Las principales fuentes de estos comnpuestos son plantas de anfs, canela,
davo, apio, nuer moscada, perejil, ards estrellado, estragén v algunas farnilias

botdnicas como Apiacege, L aninaceae, Myrtacene, Rutaeqe.

También pertenecen a este grupe componentes nitrogenados o sulfurades
womo  glucosinolatos o derivados de isoticianatos que son caracterfsticos del
metabolistno secundario de distintas especies de la farnilia Brasicaceqe o cruciferas
(brécol, coles de Bruselas, celifler, col lombarda, <ol rizada, colinabo, hojas de

mostaza, rutabaga, nabko, berro) ¥ aceites de mostaza (Balkkali etal, 2008,

1.4 WETODOS DE EXTR ACCION DE LS AR

1.4.1. Obtencién v preparacién del material vegetal

El material vegetal se reaslecta antes, durante o tras la floracién. En el caso
de que interese estudiar algin prindpio active de ellas, se obtiene una muestra
cormnpleta de hojas, flores, tallos v rafces v se deja secar al aire hasta peso constants,
Cuando la finalidad del material vegetal es su use farmacoldgice, € control de

calidad es muy importante en el ruestreo, ya que hay que seguir las nermas
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sstableddas por la Farmacopea o las normas de la Organizacidén Mundial de la

Salud (OMS, 1998).

Loz AE constituyen la fraccidn woldtil de los princpios activos contenidos

an una planta, ¥ se obtienen mediante diferentses técnicas de extraccidn,

1.4.2, Destilacién

La destiladén ez unc de los procedimientes mds empleades para la
extracddn del AE Industrialments son varies los métedes utilizades: destilacién
cotl agua o hidrodestilacidn, destilacién con agua v vapor, v destilacién con vapor

directs (Vargas v Bottia, 2008). El equipo bdsico para la obtencidén de AE consta de:

* Tanque extractor o alambique: Es el components prindpal del
equipo de destilacién Es el lugar donds se coloca el material
vagetal ¥ se llava a cabo el proceso de destilacidn, Factores comola
presién, temperatura, flujo de vaper v altura del lecho del material

vegetal son determinantes en la extraccidn de los AE,

# Cuello de Cisne: Cornunica el alambique con el condensador. Es
importante considerar sus formas v ditnensiones ya que deben
reducirse al minimo las posibilidades de re-condensacién de
vapores dentro del alarnbique ¥y permitir su rdpida transferenda al

condensador del sisterna.

s«  Separador o Flomentine: La mezcla liquida gque fluye del
condensador se recolecta en un recipients conocide como
Florentino, El disefio de este recipiente depende de la densidad del

AFE a destilar.

1.4.2.1, Hidrodestlacion

La hidrodestiladén (HD) es un procese en el que el material vegetal se
summerge enagua en estado de ebullicién, El agua penetra en los tejides de la planta,
disuelve parte del AE presente en los distintos érganos de la planta v pasa a ser
posteriormente recolectads por condensacidn, Este método requiere tiempos largos
de calentarniento y la utilizacidén de grandes cantidades de agua, lo cual incrementa

el coste v &l tiemnpo de la destilacidn,
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1.4.2.2, Destilaiin con agua-vapor

Es un método en 2l que el material vegetal se coloca sobre una malla v no
pertnite el contacto directo con el agua que se sitta por dekajo. Una vez iniciado el
proceso, el agua se lleva a ebullidén ¥ ] vapor que se genera pasa a través del
triaterial vegetal. De este modo se evita que el material vegetal se queme. Es
importante que el vapor generade pase uniformernents a través de la carga para

garantizar la cornpleta extraccidn del AE,

1.4.2.3. Destilaritn por arrastre de vapor

Es al métode mds usade a nivel industrial. Consiste en obtener el AE de
una planta aremdtica mediante el uso del vapor saturade a presién atmosférica, A
diferencia del métedo de destilacidn con vapor de agua, el generader de vapor no
forma parte del recipiente donde se almacena la materia prima sino que es extarno
¥ suministra un flujo constante de wvapor. La tnateria prima forma un lecho
aotnpacto ¥ se despreda &l reflujo interns de agua debido a la condensacidén del

vapor circundante,

De rmanera gereral, el proceso se describe de la siguients manera: la
mmateria prima vegetal es cargada en un hidrodestilador de manera que forme un
lecho fijo compactade. 5u estade puede ser melide, cortade, entero o la
combinacidn de dstos. El vapor de agua es inyectado mediante un distribuider
interne, préxime a su base, ¥ con la presidn suficiente para vencer la resistencia
hidrdulica del lecho, La generacién del vapor puede ser local (hervidor), remota

{raldera).

Confortme el wapor entra en contacts con el lecho, la materia prima se
calienta ¥ wa liberande el AE contenido v éste, a su vez, debide a su alta velatilidad
se va evaporande, Al ser selubls en el vapor circundante es “arrastrade” corrients
arriba, hacia 2] tope del hidrodestilador, La mezcla vapor saturado-AE fluye hacia
un condensader. En el condensader, la mezcla es condensada vy enfriada hasta
termperatura  arnbients, obteniéndose una emulsién lguida inestable que es
separada en un decantader dindmico o florentine, El proceso termina cuando la
canitidad de AE presents en el flerentine no varfa con el tiempo. Tambidn 22 obtiens
“agua floral” que es el vapor condensado que acompafia al AE v que poses una

pequefia concentracidn de los compuestos quimicos solubles del AE, lo cual le
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otorga un ligere aroma, semejante al aceite obtenide, La Tabla L1.4 rmuestra las

vantajas v desventajas asociadas a las diferentes téenicas de obtencidn de los AE,

Tabla L1.4 Venfga v desventaqias de b diferenies féonicas de obfencion de AE,

Técnica Ventajas Inconvenientes
. Simple y Calentamiento dificil
EeCOnomico de controlar
Sobrecalentamiento
que puede quemar el
material vegetal
Hid rodestilacion I\-'Ia}’cuj FDEE
energetico
Fericdos de
extraccion mas largos
Solubilizacion parcial
de compuestos
polares
«  La muestra no Riesgo de extraccion
se calienta incompleta
directamente El tiempo de
Destilacion *«  Tiemposde extraccion esta
extraccion limitado al volumen
gRTTAper medios de agua utilizado
. Configuracion
simple y
econdmica
. La muestts no Las temperaturas
se calienta altas pueden causar
directaments la hidrolisis de los
«  Tiempos de esteres y la
Destilacion por extraccion mas pol.in.ieriz?f.':idn ¥
arrastee de vapos cartas resinificacion de los
terpencs pregentes en
los AE
MNecesita
infraestructurs mas
costosa
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1.4.3. Otros matodos de extracadn de AE

1.4.3.1. Enflewrage

Este métodeo utiliza grasas naturales con temperaturas de ablandarniento
alrededor de 40 *C, normalmente manteca de cerdo RBD (Refinada, Blangueada,
Desodorizada). La grasa se extiende en bandejas de profundidad no mayer a 0.5 an
v zobre ellaz se coloca el material vegetal de donde se wan a extrasr los
componentes aromdticos. El contacto puede durar de 33 5 dias. Pasado ese iemnpo,
gl material vegetal es retirado y reemplazado por material fresco, repitiendo la
operacién hasta la saturacién de la grasa, Posteriormente, la grasa impregnada del
principic active se lava con etanol. El etanol se filtra ¥ se destila a vaclo hasta
recuperar un 30 % del velumen de etancl, separdndelo asi de lo que se conoce como

aceite absoluto.,

1.4.3.2, Extraccion con solpentes

El material vegetal debe de ser melido previamente, para conseguir mayor
drea de contacto entre €l sélido v el solvente durante la maceraddn, Durante el
procese, el sélide, el liquide, o ambos, deben estar en continue mevimiento para
lograr mayor eficiencia de la operacidn. El proceso suele realizarse a temperatura
arnbdente v presidn atmesfética v de forma continua o discontinua (percolacidn,
liziviacién, extraccddn tipe soxhlet). Los solventes mds empleados son etanol,
tretanol, isopropancl, hexano, cidohexano, tolueno, xilenc, éter etilico, éter
isepropdlico, acetato de etilo, acetona v cleroformo. Los solventes se recuperan por

destilacién v pueden sar reutilizados.

1.4.3.3, Extraccidn por prensado

El material vegetal es semstide a presidn, bien sea en prensas discontinuas
(tipo katch) o continuas, Para los diricos, antiguamente se empleaba el métedo
rmanual de la esponja, que consiste en exprimir marualments las cdscaras ot una
esponja hasta que se empapa de aceite. Posteriormente se expritme la esponja v se

libera el AE,
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14,34, Extracion con fluidos supercriticos (FSC)

El punto critico corresponde a las condiciones de temnperatura v presidn por
encitrna de las cuales una sustancia ya no puede ser condensada per incremmento de
presidn, Adicionalmente, las propiedades de la fase lquida yio vapor son las

tristmas, s decir, no hay diferenciacién visible ni medible entre gas v l{guido.

El FSC mds utilizade &5 &l CO2 Es conoddo comtnmente como el
disolvents ecoldgico. No es tdxico, no contarmina, no es inflamable, es econdmico,
fdcil de reciclar, v por tanto no plantea problemas medicarnbientales de gestidn de
residucs. En condidones supercriticas presenta baja viscosidad, baja tensién
superticial y alto coeticiente de difusién (10 veces mds que un liquide normal), lo
que conlleva un alto contacte con la superficie del material v pusde penetrar en los
pequefios poros, lo que asegura una buena eficlencia en la extraccidn en un corto
pericdo de tiemnpo. Tiene la ventaja de poder separarse totalmente y de fortma

sencilla de los extractes con tan sélo la moedificacidn de la presidn o la temperatura,

15 EFECTOS BIoLAGIooS DE Los AR

15.1. Citotoxicidad v fototoxicidad

Estudios scbre la composicién quimica de los AE han revelado que las
propiedades de los mismes son el resultade de la unidn de sus maltiples

cotrponentes (Carson et al,, 2003,

Sus caracteristicas les confieren la capacidad de atravesar la pared celular y
las membranas citoplasmaticas, alterando la estructura quimica de polisaciridos,

dados grasos y fosfolipides v pertneabilizande las membranas.

En bacterias, la permeabilizacidn de las membranas estd ascciada a una
pérdida de iones, reduccidn del potencial de membrana, colapso en el bombeo de
protones ¥ una disminucién de la reserva de ATP (Knobloch et al,, 1989, Siklkerma ot
al., 1994 Helander et al,, 1998; Ultes ot al,, 2000, 2002; Td Pascua st al,, 2006, Turina
st al,, 2006), Los AE pueden penstrar en el dtoplasma (Gustafsen et al,, 1998 y
provocar dafios intracelulares al entrar en contacto con lipidos v proteinas (Ultee ot
al., 2002 Cussalah et al, 2008), Los dafios en la pared celular ¥ en la membrana

citoplasmdtica pueden dar lugar a la lisis clular v a la fuga de macromoléeulas



Bl FILaf HEENANDEZ SANCHER

(Gustafson et al., 1998, Cox et al, 2000 Lambert et al, 2001; Juven et al., 1994;
Cussalah etal,, 2006,

En células eucariotas, los AE pueden provocar la despelarizacidn de las
trembranas mmitoocondriales, produciende una disminucién del potendal de
trembrana, afectando a los canales de Ca® (Richter v Schlegel, 1993, Novgerodov v
Gudz, 1998, Vercesi et al., 1997) v otros canales idnicos, redudendo asf el gradiente
de pH v afectando &l bombeo de protonss v las resarvas de ATP. Estos cambios en
la fluidez de membrana hacen que se vuelvan permeables, provocandoe la fuga de
radicales, Citocromo C, iones de Ca® y proteinas. Estos efectos sobre la membrana
mitocondrial externa e interna pueden dar lugar a la muerte celular por apoptosis ¥

necrosis (Y oon et al., 2000,

El use de microscopfa de transmisién electrénica (SEM) ha revelade la
aparicién de alteraciones celulares ultraestructurales en membranas celulares,
dtoplasma ¥ nicleo de células tratadas con AE (Santoro et al, 2007a, b). Di Pascua
¥ colaboradeores (2007) describieron el andlisis del perfil lipidico (por GC-WS) v la
sstructura celular por SEM de bacterias tratadas con AE, mestrando un aumento de
deidos grasos saturados en detriments de la concentracién de deides grasos

insaturados, asi como alteraciones de la estructura celular,

Los efectos citotdxicos de los AE han sido okservados (i vitrg) sobre la
mayorfa de bacterias patogénas gram (+) ¥ gram (-) (William et al., 1998; Kalamba v
Kunicka, 2003; Arnal-Schnebelan et al, 2004 Burt, 2004, Hong et al., 2004; Rota et
al., 2004 S et al, 2008 Sonboli et al., 2005, 2006 a, b), en ADN v virus (Hayashi et
al., 1995; De Logu et al, 2000, Jasmin v Naji, 2003; Reichling et al., 2008), hongos
itanchar et al.,, 2001; Pitarokili et al., 2002 Harmmer et al., 2002; Kosalec et al., 2005)
¥ levaduras (Harris, 2002 Hammer et al., 2004; Wang et al,, 2005, Duarte et al,, 2005,
FPauli, 2006; Carson et al., 2006,

La citotoxnicidad de les AE depende tanto de su composicidn quitnica corno
del estado de crecimiento celular y puede ser atribuida princpalmente a la
presencia de fenoles, aldehidos v alcoholes presentes en los aceites (Bruni et al,
2003 Sachetti et al., 2005), Generalmente, las células en divisidn son mds sensibles a

los AE que las células en estado latente,
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La citotoxiddad de compuestos comeo eugenel, isceugencl, metileugenel y
safrol también ha sido demestrada en células hepdticas de ratas y ratones (Burkey

at al., 2000,

Loz mecanismos de esta accidn dtotdxica de los AE han side ampliamente
deseritos, sin embargo, no se conocen con exactitud los mecanistmos por los cuales
pueden aparecer resistencia o adaptacidn microbiana. Varics autores han descrito la
resistencia en cepas de Baciilus sometidas al tratarniento con concentracionss
subletales de carvacrol, provecando una disminucidn de la fluidez de la membrana
v cambios en la composicidn de dcidos grasos (Ultee et al.,, 2000; Di Pasqua et al,
2006), También ha sido descrita una reduccidn de la efectividad de antibidticos
gokre células humanas tratadas con concentraciones subletales de AE del drbel del
té, Probablemente, este efecto es debide a cambios en las membranas celulares que
inhiben la penetracidn del antibidtice (Me Mahon et al,, 2007, Sin embarge, Raffi y
Shaahwerdi (2007) demostraron que un uso commbinade de AE y antibidtico provoca

un aumento de la actividad de éste (iltimeo frente a enterobacterias,

En relacidn con la fotoxicidad, muchos AE contienen moléculas fototdxicas
come las furecumarinas, Estos compuestos son metabolitos secundarios de las
plantas con actividad téxica en presencia de luz, que se activan en presenda de luz
UV-A, Al ser activadas, sus electrones alaanzan un estade de energia que les
pertnite insertarse en la deble hélice del ADN, bloqueando su transcripaidn v
reparacidén e incluso a weces provocando la rnuerte celular. Dijoux et al. (2006)
mostraron que el AE de sdndalo, Fusenus spicatus, no era fototdmico pero si
citotdwico. La citotoxicidad parece ser antagonista de la fototoxnicddad. En el caso de
la citotomicidad, los AE dafian las membranas calulares ¥ de organules actuande
cotmo prooxdantes en protefnas ¥ ADN, produdends especies reactivas de On
(ERC). Una exposicidn a la luz no afiade muche mds efecte sobre la reaccidn global.
En el cazo de la fototoxicidad, los AE penetran en la célula sin causar dafios en las
merrbranas celulares, proteinas o ADN. Las reacciones de radicales se producen en
prasencia de luz por excitacién de ciertas moléculas dando lugar a oxigenc singlete,
Esto puede causar dafios en orgdanules celulares v, en algunos cases, provocando la

formadén de aductos de ADN, de protefnas v de lipidos de membrana,

Obviatmente, la citotoxicidad o fototoxicidad depende del tipo de
moléculas presentas en los AE v de su compartimentacidn en las células,

produciendo diferentes tipos de radicales dependiends de =i han sido expuestas a
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la luz o ne. Sinembarge, el antagonismo no es una regla estricta, Dijoux etal, (2006)
mostraron que Cibrus murantium dulels v el AE de Cymbopogon citrator eran

dtotéuicos v fototduicos,

1.5.2. Mutagenicidad nuclear

Diferentes trabajos han demostrade el efecto mutagénico nudear de los AE,
por gjermnple, el AE de Artemisia dracunciius tiene este efecto sobre Bavillus subiilis
(Zani et al., 1991). El AE de hierbabuena (Mentha spicata) v el de Anethum grapeclens
también mestraron genotoxicidad en Dwosophila melawogaster (Franzies et al, 1997;
Karpouhtsis et al,, 1998), Los AE extraldes de Pinus syivestris v Mentha piperita,

provecaron datfios en linfodtes (Lazutka etal., 2001).

También se ha estudiado la actividad individual de varios constituyentes
aislados de los AE. Eugenol (EG), compenente principal del AE clavo (AEC), ha
mostrade genotdxicidad en cdlulas W79 (Maralhas et al., 2008). 5in embargo, otros
componentes como cinarmaldehido, carvacrol, timel, ¥ carvona demestraron un

débil efects mutagénico (Stanmati et al,, 1999,

1.5.3. Mutagenicidad citoplasmatica

La mayorfa de los estudios mutagénicos v de anti-tnutagenicidad de AE
han =sido llevades a cabo en bacterias, células hepdticas, linfodtes, insectos y

levaduras, dande lugar a distintes resultados,

Las levaduras, come organismeos anaerobios facultativos, pueden sobravivir
con dafios mitocondriales e incluse sin mitecondrias. Este contrasta con lo
oheervade en bacterias v en células de marniferos, donde la induccién de defectos
en la cadena respiratoria estd asociada directarnents a la muerte celular. Teniendo
en cuenita las ventajas del sisterna de las levaduras, se ha demestrado que las
tritocondrias son &l objetive diana de muchos AE Schinolzt et al (1999)
demostraron una relacidén directa entre el deterioro de la mitocondria v los cambios
inmediatos del metabolismme respiratorio de levaduras Sarharomyces cerevisine
tratadasz con AE del darbol dal t€, Por otro lade, €l tratamdento con AE de canela,
davo, ajo, cebolla ¥ coréganc sobre oélulas de Sacharomyces cerevisine mostrd un

retraso enla produccién de etanol [Conner et al,, 19584),



[ INTRODUCCIGN 57

15.4. Carcinogenicidad de los AE

Muchos AE, o algunos de sus compenentes, pueden ser considerades come
carcindgenos secundarios despuds de su activaddn metakdlica. Por gjemplo, los AE
de Salvia sclarea v Melalewed quinguenervia provocan la secrecidn de estrégenocs, los

cuales pueden indudr la aparicdén de cdnecer estrédgeno dependients (Guba, 2001).

Otrog AE contienen moléculas fotozsensibles come flavinas, cianinas,
porfirinas e hidrocarbures, ¥ han mostrado efectividad contra eritemas o cdncer.
Psoralen es una molécula fotosensible que se encuentra en el AE de Citrus bergamnia
v puede inducir la fermacién de cdnecer de piel por la formacidén de aductes de
ADN kajo la accidn de luz UV-4 o luz solar (Averbedk v Averbeck, 1998), La
pulegona es un componente esencial en rmuchas especies de menta, que puede
inducir la carcinogénesis generande una disminucén de glutatidn ¥ una
distninucién de la proteccidn celular frente a especies corno radicalss libres y
perduides (Zhou et al,, 2004), Zafrol es el constituyente mayoritario de los AE
Sassafras abidum v Ocotea prediosa v ha demostrade inducir el metabolismo
carcinogénico en roedores (Miller et al, 1983, Burkey et al,, 2000, Liu &t al., 2000).
Metileugenol, comno componente de los AE de Lawrus wnobilly v Melalenea
feucadendron, ha demostrado actividad carcindgenica en roedores (Burkey ot al,
20007, dlimonsne, como componente del AE de Citrus, v estragol, como
compenente de los AE de Ceimum basilicum v Arterisia dracunculus, han dejade
avidente las propiedades carcinogénicas en ratas y ratones (Antenhy et al, 1987

Miller et al,, 1983,

15.5. Propiedades antimutagénicas de los AE

Loz estudics llevades a cabe con AE han indicade que su actividad
antirnutagénica puede debearse a la inactivacién de agentes rnutagéncios por
atrapamiento directo, evitando asi la penetracién de los mismos en el interior de la
célula (Hartrnan v Shankel, 1990; Sharma et al., 2001 Ipek, 2005); la inhikidén de la
conversidn de promutdgencs en mutdgenos o la activacidn de la detowificacidn
enzimdtica de rmutdgenos en extractos de plantas (Ramel et al., 1986; De Flora y

Ramel, 1985 Kuo etal, 1992; Waters et al., 1996; Gomes-Carneire et al,, 2008,

El estudic bioguimico de sustancias antimutagénicas es relativarmnente

nuevo, Gomes-Carneiro et al, (2008) dermostraron la capacidad de o-bisakolol para
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inhibir compenentes que inducen la mutagenénesis, como la aflatoxina BL, 2-
amincantraceno, benzo-c-pirenc ¥ Zaminofluorenc, Sin embarge, o-bisabolol
demostrd menor eficacia en otros compuestos que también inducen mutagénesis,
otng dnitrequinclina-N-oxide v Znireflucrens v ninglin efecto sobre &l adda
sédica (MNals) y nitro-o-fenilenediamina,

Evandri et al. (2005) han demostrade en que el AE de Lavandula angustifolia
inhibe la actividad mutagénica de 2-nitrofluorens sobre Escherichia coll, De-Oliveira
et al. (1997, 1999, han damostrado que (-)-o-mentol, (-)-o-pineno, (+)-o-pinens, o-
terpinens, o-terpinsl, 15cineol, dlimonens, alcanfor, dtronelal v dtral pueden ser
utilizados para modular la accién de enzimas hepdticas que intervienen en la

activaddn de promutagénicos ¥ procarcind gences,

1.6, MECaNISMOS DE ACCISN DE LS AE

& pesar de que las propiedades antibacterianas de los AE v de sus
componentes han side ampliamente estudiadas (Shelef, 1983, Nychas, 1995,
Koedam, 1997a), el mecanismo de acddn no ha sido estudiade en detalle (Lambert
et al., 2001). Esta actividad antibacteriana no se le atribuye a un solo tmecanistmo
sgpecifico =i no que su accidn se ha atribuide a la accidn rmultifactorial que los
distintos componentes del AE tienen sobre la célula (Skandarmis et al., 2001; Carson

at al., 2002,

Una de las caracteristicas mds importante de log AE es su hidrofobicidad,
Esto hace que sean capaces de penetrar a través de las membranas celulares,
alterande sus estructuras ¥ haciéndelas mds permeables (Carson et al, 2002). La
fuga de estos compuestos a bajas concentradones puede ser tolerada por la cdlula
sift la pérdida de la viabilidad de la mistna. Sin embarge, la pérdida excesiva o
salida de moléculas eriticas pueden llevar a la muerte celular (Denyer v Hugo,
1991a). Existen evidencias con estudios del AE del drbol del 1€ v Escherichia colf en
los que la muerte celular puede ocurrir antes de la lisis celular (Gustafzon et al,
1998),

Generalmente, los AE que poseen elevada actividad antibacteriana frente a
patdgenocs resistentes contiensn un alto percentaje de compuestos fendlicos como

carvacrol, eugenol v timol (Farag et al., 1989). Los mecanismos de accién de estes
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cotmpuestos son muy similares al de otros compuestos fendlicos provecando la
interrupeién de la cadena respiratoria, la alteraddn de canales idnicos de
merrbrana, las alteradenes del flujo de electrones y el transperte activo (Denyer y
Hugo, 1991k,

El estudic de la actividad antibacteriana del AE de tomillo v de su
cotnponente mavoritario (carvacrol) mestrd distintos niveles de inhibicidn del
crecimients cuande se utilizaron por separado frente a espacies gram (+) ¥ gram (-

(Dorman v Deans, 2000),

En un estudic con geraniol, se dernostré que la adicidn de acetato a la
molédcula parecia aurmentar la actividad antibacteriana, siende el acetato de geranicl
trids efective frente a un gran rango de gram (+) v gram (- que el geraniol por sf

sélo (Dortman v Deans, 2000).

Tarnkién parece evidente la interaccidn de los componentss de loz AE con
las proteinas integrales de membrana (Knobloch et al., 1989, Las moléculas
hidrocarbonadas presentes en los AE pusden acurnularse en la bicapa lipidica y
destruir la interaccién lipoproteica (Juven et al, 1994 Sikkerma et al, 1994,
provocande medificaciones de la estructura celular v come consecuencia

alteraciones de la fundonalidad celular.,

El AE de canela v sus componentss han demostrade inhikir enzimas cormne
arnirnoacil descarboxilasas en Enterobacter aerogenes. El mecanisme de accidn parece
ger la unidn de los componentes del AE de canela a proteinas (Wendakoon y
Sakaguchi, 1995), Las evidencias que dermuestran que los componentes de los AE
pueden interactuar con las protefnas tarnkién han sido desecritas por Pol etal, (2001

en estudics llevades a cabo enleche con distintas concentraciones de protaina,

Aparenternents, los componentss de los AE interaccionan con las ATPasas
presentes en la membrana citoplastrdtica (Burt, 2004, Gill et al. (2002) llevaron a
cabo un estudio con eugenol, carvacrel ¥ cinamaldehido como componentes
prindpales de AE v dermostraron su efacto inhibitorio sobre ATPasa de membrana

de Escherichiacoli v Lirteriamonocyto genes,

1.7, SUSCEPTIBILIDAD DE ORGANISMOS GEAM [-) Y GRAM(+)

La mayorfa de los estudios sobre la accién de AE frente al deterioro de los

alimentos por patdgencs coindden con que, los AE son tnds activos frente a
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microorganismos gram (+] que frente a gram (-) (Shelef, 1983; Farag ot al, 1939,
Owattara et al,, 1997; Smith- Palmer et al, 1998; Delaquis et al., 2002 Harpaz et al,
2003). El hecho de que las bacterias gram (-) sean menos susceptibles a la accidn de
los AE quizds sea debide a que la membrana externa que posesn v que rodsa la
pared celular (Ratledge v Wilkinson, 1988 restringe la difusién de cornpuestos
hidrofébicos a través de la membrana (Vaara, 1992). Sin ermbargo, no todos los
estudios de los AE concluyen con que gratm (+) sean més susceptibles a la accidn de
los AE (Wilkinson et al, 2003). De hecho, Aeromong hydrophyla (gram (-]), parecs
ser una de laz especies mds sensibles a la accidn de los AE (Deans y Ritchie, 1987,

Stecchini et al,, 1993 Wan et al., 1998).

La compleja composicién de los AE puede wariar en funcidn de las
condicionss de crecimiento de cultive de la planta, del modo de extraccién del
misme, ¥ de otros factores que hacen que éstos tengan diferente grado de actividad

antibacteriana (Dortnan y Deans, 2000].

1.8 SINERGISMO Y ANTAGONISMO ENTRE LoSAE

La actividad antirmicrobiana comnbinada de varios AE parece estar
relacionada con su composicidn quirnica, la propeorcidn en la que se encusentran sus
cormponentes ¥ la interaccidn entre ellos (Dorman v Deans, 2000; Marine et al,, 2001;
Delaquis et al.,, 2002). Varics estudies han demostrade una tmayor eficacia
antitnierobiana del AE natural que cuando se utiliza una mezda sus componentas
mayoritarios  (Mourey v Canillac, 2002, Esto sugiere que log componentss
rrinoritarios que contienen son muy importantes en su actividad v que ademds

pusden tener un efects sinérgice potenciando sus efectes,

Los dos componentes mayoritarios del AE de orégano, carvacrel v timol,
han mostrade una potenciacién de su efecto antimicrobianc cuando se usan
aotnbinados frente a Staphylococcus @ivens v Preudomong geruginosa (Lambert etal,

2001,

En un estudic llevade a cabo con mezclas de AE de dlantro, eneldo v
sucalipto se dernostraron efectos sinérgices o antagénicos, dependiende de la

propercién de cada uno de ellos enla mezcla (Delaquis etal, 2003,
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Meleyar ¥ MNarasimbam [1992) realizaren un estudic en el que se utilizd una
mezcla de dnnamaldehide ¥ eugenecl a 250 y 500 pgiml respectivamente,
mostrande una inhibicidén del credmiente de Staphylococeus sp., Micrococcus sp.,
Baciilus sp. v Enderobacter sp. durante un periode de mds de 30 dias, mientras que los

cotnpuestos utilizades individualmente no inhikieron el credirniento.

1.9 APLICACIONES DE LOS AE

En la Urdidn Europea (UE), los principales uses de los AE se dan en la
industria agrealimentaria (sabeorizantes y aromatizantes), la industria farmaceditica
(princpios activos vy saborizantes), v cosmética (perfumes y arommatizantes) (Bauer y

Garbe, 1985; Van Wellie, 1997; Van de Braak v Leiten, 1999),

Las propiedades antibacterianas que poseen log AE ¥ sus componentes son
aprovechadas en odentologia (Manabe et al,, 1987), como antisépticos (Bauer y
Garke, 1985 Cox et al, 20000 v come suplementos alimmentarios para lechones v
cerdos recién destetados (Van Krimpen y Binnendijlk, 2001 sley et al,, 2002). El uso
de mezdas de AE como conservantes se estd ampliando cada vez mds en la
industria alimentaria. “DMC Base Natural” es un conservante utilizade en
alimentacién producido por DOMCA 5.4, (Granada, Espafia). Este conservants estd
constituide en un 50% por AE vy 50% por glicerol (Mendoza-Yepes et al,, 1997).
“Protecta One” y “FProtecta Two" son extractos de hierbas producdos por Bavaria
Corp. (Apopka, Florida, EEUL. Estos productos son reconocidos come sustancias

GRAS, ¥ por tanto, pueden serusados en la industria agroalimentaria,

Hay mezdas de distintes AE disueltos en soludones de citrato sédico o
clorurs sédico (Cutter, 2000), que son utilizades como supresores del arecimients
de tallos en patata [Hartnants et al,, 1995) v cotno repelentes de insectos (Carson y
Riley, 1993),

Las aplicaciones industriales v terapduticas de los AE dependen,
prindpalments, de su composicidn quirica, calidad, propiedades organclépticas,
asi come del grade de refinamiente de la esenda. Por tal motive, resulta de vital
importancia el contrel de calidad de los mismes, as{ come el estudic de su

compeosicién en funcién de las condiciones de cultive de la espeds. La Tabla 1.1.5.
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resutne algunas de las aplicaciones mds impertantes de los AE en diferentes dreas

de la industria de aroma v sabores, cuidado personal, farmacéutica ¥ quirmica,

Tabla L15. Principales aplicaciones de s AE.

Industria de Ind ustria Prod uctos
Cuidado Personal
aromas y sabores Farmaceutica Industriales
alimentos ¥ Cosméticos Pesticidas
i Iedi to
bebidas Aseo personal leamEIios Papeles y Tintas
Aromatizantes Farmacos de .
. Productos dentales . Cauchos/ Plasticos
Para fammacos uso veterinano
Tabaco Productos para hogar Textiles

110 ACTIVIDAD ANTIBACTERIAN A DE LOS AE EN SISTEMAS ALIMENTARICS

Hasta principios de los 90 eran muy pocos los estudies en los que se
mencionaba la actividad de los AE en alimentos (Beard v Gould, 1991), Desde
efitorices un gran nimero de ensayos han sido llevados a cabe en medelos

alimentarios.

Los estudies llevades a cabo para demostrar 1a eficada antibacteriana de los
AE anteriormente prokadeos in vitro, han demeostrade la necesidad de mayeres
cantidades de los mismos para obtener los mismoes efectos en los alimentos, Un
estudic con leche sernidesnatada demestrd con un AE que la proporcidn necesaria
para obtener el misme efecte antibacteriane era dos veces mayer que la cantidad
utilizada en estudics in vitro (Karatzas et al,, 2001), 10 veces mds en salchichas de
cerde (Fandit y Shelef, 1994), 50 veces en sopa (Ultee v Stid, 2001) v de 25-100
wveoes mAS en queso tierno, Sin embargo, una excepeidn a este fendmeno se okeervd
en la inhibicidn de Aeromonas hydrofilaen cerdo cocinado v lechuga, para la cual no
se necesitd una mayor cantidad de AE que en los estudios realizados in vitro

{Stecchini etal,, 1993 Wan et al., 1998).
MMuchos estudics han mestrade los efectes de los AE sobre varios alimentos

en cuante a la resistenda microbiana, pero no parecen cuantificar o explicar el

mecanisme de actuacidn, Mo sdlo las propisdades intrinsecas de los alimentos come
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contenide en grasa, proteina, agua, antioxidantes, conservantes, pH, sal v ofros
aditivos son importantes a la hora de definir la sensibilidad micrebiana de un
alimento, también lo son factores ewtrinsecos como la termperatura, tipe de
snvasade v caracteristicas del micreorganismeo (Shelef, 1983), Generalmente, la
susceptibilidad bacteriana a los efectos de los AE parece aumentar con la
distninucién de pH de los alitnentos, €l aumento del tiempo de altnacenarniento, la
distninucién de la termperatura v la cantidad de On dentro del envase (Skadarmis y
Mychas, 2001; Tsigarida et al, 2000). A pH ddde, la hidrofobicidad de les AE
aumenta, haciends que éstes ze disuelvan rmds fdcilments en loz lipides de

membrana aumentando asi su efectividad (Juven et al,, 1994),

Varios autores han descrito la accidn de altos niveles de grasa yjo proteina
en un alimento para proteger a las bacterias de la accidn de los AE (Pandit y Shelef,
1994), La hidrofebicidad delos AE hace que éstos se disuelvan en la fase lipidica de
les alimentes ¥ que se encuentren en menor proporddn para interactuar con las
bacterias que se encuentran en la fase acuosa (Mejlhorn v Dalgaard, 2002). Tarmbign
se ha sugeride que el bajo contenido en agua de los alimentes, comparado con los
estudios realizades in vitro, pueds interrumpir el procsso de los agentes
antibacterianos (Smith-Palmer et al,, 2001). Estudios llevadeos a cabo con AE de
menta en productos de alto contenide en grasa come paté ¥ ensalada de pescado,
mostraren un pequefio ofecte antibacteriane contra Listeria momocylopenes v
Salmonella enterifidls, mientras que en ensaladas de bajo contenide en grasa de
pepine ¥ vogur, el AE fue muche mds efective (Tassou et al, 1995), indicande que
2l porcentaje de grasa ejerce una gran influencia en les efectes antibacterianes del

AE,

La reacddn entre carvacrol ¥ proteinas de leche ha sido descrita como factor
lirritante de la actividad antibacteriana de este cornporente a Bacillus cerens en leche
(Fol et al,, 2001). El contenido en proteifnas también ha side citade como factor
inhibidor de la acridn del AE de clavo sobre Sabnomella enteritdls en queso bajo en
grasa (Smith-Palmer et al, 2001). Sin embarge, los hidratos de carbeno en les
alimentos no parecen proteger a las bacterias de la accién de log AE tanto como la

grasa v las protefnas,

La estructura fisica de los alimentes también pusde limnitar la actividad
antibactariana de los AE. Un estudio sobre rendimiento del AE de oréganc frente a

3. typhimurium en medio sdlido v liquids respectivamente, reveald que la matriz del
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gel sdlido redujo enormemente el efecto inhibitorie dal AE. 52 supone que el efacto
fue debide a la limitacién de la difusidn del AE debido a la estructura de gel de la
matriz (Skandamis et al., 2000, Se ha demostrade que la concentracidn minima
inhibitoria de un AE para una bacteria en particular es menor en caldos que enagar

{Hammer etal., 2004,

110.1. Carne v productos carnicos

Estudios llevades a cabo sobre distintes productos cirnicos han mostrado

las diferencias existentes en el uso de los distintos AE,

Eugenol, dlantro, dave, crégano ¥ tomille han mostrade su efectividad a
niveles de 520 pl/g inhiblendo Listeria monocytogenes, Aevommas hydrophila v la
flora autéctona que produce el deterioro de productes carnicos (Stecchinni et al,,
1993 Hao et al.,, 1998a; Tsigarida et al., 2000; Skandarmis v Nychas, 2001). Por el
contrario, los AE de mostaza, menta ¥ salvia fueron menos efectivos (Tassou etal,
1995 Gill et al,, 2002; Lermay et al,, 2002, El AE de cilantro tambidn ha mostrado un
aumento de la actividad antibacteriana frente a Listeria monocytogenes en jamén [Gill

at al,, 200,

El AE de romero encapsulado mostré una mayor efectividad que el mistno
sin encapsular cuando se utilizd frents a Listeria monocytogenes en salchichas de

higado de cerde (Fandit y Shelef, 1994,

La actividad del AE de ordganc frente a esporas de Clostridium botulinumha
sido estudiada en carne de cerde picada v envasada al vaclo, Concentraciones peor
sncima de 0,4 pLfg de AE de oréganc no mestraron una influencia significativa en

la reduccidn del credmiente o del niimere de esporas,

1.10.2. Pescados

En pescade, al igual que ocurre en preductes cdrnices, su alto contenido en
grasa parece reducir la efectividad de la actividad antimicrebiana de log AE, Por
gjermplo, el AE de ordgano a una concentracidn de 05 pL/g es mds efective frente al
deteriors del microorganisme Fhotobasterium phosphorewm en filetes de bacalao que

en salmén, que es un pescado s grase (Mejlholtm vy Dalgaard, 2002).
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El tipo de AE también es determinante, El AE de oréganc es mds efective
en pescado que el AE de menta, incluso en plates mds grases (5-20 uL/g) (Tassou et

al., 1995).

1.10.3. Productos Lacteos

Un estudic llevado a cabe con AE de menta (5-20 pL/g) demostrd ser
sfactive contra Sabmonella enteritidis en ensalada de pepine con yogur bajo en grasa
(Tassou et al, 1995). El AE de menta inhibid €] crecimiento del cultive starter a
concentraciones de 0,055 pulfg. Los AE de cardamomo, canela v davoe fueren

incluse mds efectives que el AE de menta (Bayournd, 1992,

Loz AE de clavo, canela, laurel v tomillo fueren prokados frente a Listeria
monocytogenes v Salmonella enteriditis en queso. Las especies formadoras de colonias
g inhibieron mds facilmente en queso bajo en grasa que en el mismo queso corn su
poraentaje de grasa normal. Parecs ser que el nivel de grasa del queso protegida las
células bacterianas en diferente medida, dependiende del aceite utilizade. Sin
sembargo, el AE de clavo, fue mds efectivo frente a Sabmonella enteriditis en el queso
con su porcentaje normal grasa que en el queso con kajo contenide en grasa (Smith-

Palmer, 20013,

1.10.4. Verduras v Hortalizas

Los estudios llevados a cako en productos wegetales, al igual que en
productos odrnicos, dermostraron que la actividad antimicrolbiana de log AE se ve
favorecida por el descenso de la temperatura de almacenarmiento y/o un descanso
del pH del alimente (Skandamis y Nychas, 2000). Los vegetales contienen un
cottenide muy baje en grasa, lo cual puede explicar los buenos resultados

obtenidos conlos AE.

Todos los AE v componentss tmayoritarios de los mismos que han side
probados en vegetales parecen ser efactivos contra el deterioro de la flora natural ¥
patdégenos resistentas. Cinamaldehido v timol son efectivos frente a 6 serotipos de
Sabmonella en semillas de alfalfa, cuando éste se aplicd come una corrients de aire

calients a 50 "C como métedo de furnigacidén Sin embargo, el aumento de la
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termperatura a 70 'C disminuyd la efectividad del tratarniento [Weissinger et al,

2001). Esto puede ser debido a la volatilidad de los compuestos antibacterianes,

El AE de orégano fus efectivo a concentraciones de 7-21 pgimlL inhibiendo
Escherichia coli O187 H7 v reduciendo la poklacién final de la especis en ensalada de

berenjena cotnparada con €l control (Skandarnis v Nychas, 2000]).

1.10.5. Arroz

El crecimiento de Bacillus cerews en arroz es unc de los problemas
riarekicldgicos mds frecusntes a los que se enfrentan producteres v consurmideores
de este producto. El AE de salvia dernostrd ser efectivo a concentraciones de 0,15-
075 pLfg extendiendo la fase lag o de letarge del crecimiento rnicrobianc ¥

redudendo la pobladén final,

1.10.%. Frutas

Mediante la utilizacién de AE se ha conseguido la reducddn de la carga
tricrobiana de frutas. Carvacrol v el cnarmaldehido se han utilizade para controlar
la carga mictobiana en kiwi v meldn. Para elle, 1a fruta se sumergid en soludones
de 0,15-0,75 pLimL de ambos compusstos, siends el tratarmisnto menos efactive en
melén, posiblermmente debido a la diferencia de pH entre ambas frutas mds deide en
el kiwi que en el meldn. (Roller ¥ Seedhar, 2002, En general, cuanto mds kajo era el

pH, méds efectivos eranlos AE y sus compeonentes,

111 SIMERGISMOC ENTRE LOS COMPONENTES DE LS AE v LOS CONSERVANTES
DE LOS ALIMENTSS O Los METODOS DE CONSERVACION

Se han descrito en la literatura numerosos factorss que potendan la
actividad de los AE: bajo pH, baja actividad de agua, tratarniento térmico suave y

altas presiones (Gould, 199§).

El doruro sédico [(MNacCl) actia comeo agente sinérgice o antagénico
dependiends de las circunstandas los componentes de les AE, El sinergisme entre
el NaCl v el AE de menta frente a Sabmonella enteriditls v Listeria smonocytogenes ha
side encontrado en tararnosalata (plato tipico turco) (Tassou et al, 1995). El uso

cotnbinade de 2-3% de NaCl y 0,5% de clavo mmolido en extractos de miisculo de
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caballa produjeron la inhibiddn del credmiento de Entferobacter aerogenes. El
mecanismo que sugirieron para esto fue que eugenol aumentaba la permeabilidad
de las células, ¥ come consecusncia de elle, el Nadl inhikia su crecimiento peor su
accidn sobre las enzitras intracelulares (Wendakoon v Sakaguchi, 1993), Los efectos
antagénicos de la sal fueron encontrades con carvacrol v p-cimeno contra Bacillus
cerens en arroz. Carvacrol ¥ p-citneno actuaron sinérgicarmnents, pero su efecto se
distninuyé cuando se le afiadiéd NaCl (1,25 g/L) (Ultee &t al., 2000k). En el misme
estudio, la salsa de soja mostrd sinergismo con carvacrel. Sin emrbargo, este

sinergisrmo fue anulado por la presencia dela NaCl

Tarnkién se ha estudiade el efecte de la cormbinacién de AE de crégane con
nitrite sddico (WalO2) ha side examinade sobre en el aredmiento v la produccién
de toxina botulinica por parte de Clostridium botulinum, El AE de créganc actud
sinérgicammente con el nitrite para inhikir el crecimiento, rmientras que por si solo,
hasta concentraciones de 400 pptr, no tuve efectos significativos en la inhikicidn del

crecitrniento bacteriano,

La aplicacién simultdnea de nisina (0,15 pgfml) v carvacrel o timel (0,3
mmeol/L) causd una mayor disminucién del crecimiento de cepas de Bacillus cereus
que cuande los antimicrobiancs fueron aplicados individualmente, La mdxima
reducdén de la wiakilidad se consiguié en células que habian experimentade un
tratarnients térmico pravio a 45 'C (Perdagoe et al, 2000, A pH 7, la accidn sinérgica
de nisifa ¥ carvacrol fue mayor a 30 'C que a 8 'C, lo cual parecid indicar que la
ternperatura induce cambios en la permeabilidad de la membrana. Hay wvarias
hipétesiz que dermuestran que el carvacrol puede incrernentar el nimero, tarnafio
o la duracidn de la existercia de poros areades por nisina en la membrana celular

(Periago v Moezelar, 2001).
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2. CLAVO
(Engem a caryophylata, Syzyginm arom aticum)

21, TaxoNoMla ¥y PRODUCCION

La sernilla de clavo es &l botén floral del drbol tropical Eugenia caryophylaa

o Sy plum omaticum perteneciente a la farnilia Myriceese.

Originariarnente se trata de un drbol procedente de las Islas Molucas
(Indonesia). De acuerdo con la FAO (2008), el 70% de la produccidn mundial de la
gemilla de clavo tiene lugar en Indonesia, aunque en la actualidad &l cultive

tambisn se ha extendido a Madagascar, Zanzikar, India ¥ 5ri Lanca,

El drbol del dave es un drbol perenne de la familia Myrigeeae, de hasta 20 m
de altura, aungue habitualmente, cuands el cultive se destina a la produccidn ne
supera los 10 m. Su tallo es erecte v de corteza gris. Destacan sus hojas
puntiagudas, oval lanceoladas, muy ardmaticas v de color verdes intenso. Las hojas
contisnen numeresas glindulas que le dan aspecto pegajese. Sus flores se
sncuentran en inflorescencias en forma de panfeulas al final de las ramas jévenes,
FPoseen cuatro pétalos rosas v varios pistiles amarillos. Los frutes son de color rojo

oscure, pequefios ¥ alargades (Figura L.2.1) (Kim et al,, 1995).

Figura L.2.1 Botin floval de Lasemalla de clavo,
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El fruto se recolecta cuande la yemna floral todavwia no se ha abierto, yva que
cuando dstas se desarrollan por completo plerden su aroma. Al principio, las yemas
florales tienen una tonalidad resa, pere a medida que van aredendo adquieren una

tonalidad rojo fuserte que indica la fecha de recolecddn del fruto,

Los prindpales productos obtenides del fruto del clave son las propias
sernillas de clave, clavo melido, oleorresinas y aceite esencial obtenido de los tallos,

hojas v sernillas de dave,

Las semillas de dave (Figura 1.2.2) son recolectadas cuando han alcanzado
su talla adecuada v se tornan de coler rojizo. Después de la receleccién, las semillas
ge separan del talle a mane o mediante la utilizacidn de una trilladera
Intnediatamente después de la separacidn, las semillas son secadas al sol o usando
secado artifical. El color y contenide en aceite de los claves secades artificalmente
no difiere enormetnente de los mistmos cuande son secados a la sombra (Hidayat v
Nurdjannah, 1992). El almacenamisnts de las semillas suele hacerse en un ambiente
seco ¥ con buena ventilacidn, S no se realiza adecuadaments pueds causar
pérdidas de aceite por evaporacidén. La tasa de evaporacién durante el
almacenamisnto depende de las condiciones fisicas de los frutes, temperatura v
humedad relativa (Purseglove et al,, 19581), Condiciones ambientales desfavorables
pusden causar pérdidas de veldtiles, crecimiente de hengos ¥ desarrolle de aromas

rancios (Reineccius, 1994,

Figura L.2.2. Sewmillas e clavo,
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El dave molide s= obtiene por aplicacién de fuerzas mecdnicas a las
sernillas secas. El proceso se realiza a 20-25 'C para prevenir la pérdida de voldtiles
durante el proceso, Fara ewitar 2] calentarniente durante el procese, el equipo de
molienda dispene de un sisterma de refrigeraddn, La reduccidn de tamafio de la

sernilla da cotne resultado particulas muy pequefias de tamafio variable,

Las oleorresinas son extractos de las semillas deshidratadas obtenidas por
tratamnientos con solventes veldtiles, Los solventas empleades son eliminados casi
cornpletarnente por procesos de destilacidn a vaclo. La cleorresina de clavo se
obtiens por extraccién con éter de petrdles, hexano, diclerometano o etancl, siendo
dste altime el mds adecuade (Somaatmaja, 19810, Despuéds de la extraccidn, el
solvente ez eliminado mediante vacie dande como resultado la olecrresina. La
olecrresina de clave es un liquido muy viscoso que contiene de 40-60% de eugencl
(EG). Se utiliza en la industria farmacéutica para elaborar productes anestésicos, en
la industria alimentaria cotno saborizante para condimentos v reposterfa, ¥ en la

industria cosmética para formular perfurmes y cremmas terapéuticas.

Para la extraccién del aceite esencial de clave (AEC) se pueds usar un gran
nimers de técnicas, con diferentes costes v nivel de complejidad. La extraccidn del
producto varfa en cantidad, alidad vy compeosicién dependiendo del clima,

compeosicién del suelo, érgano, edad, v estado del ddo vegetative de la planta,

Tarnkién son importantes log tratarnientos pre v pest destilacidn, as{ come
el método de destilacidn utilizade. La destilacidn a vapor v la hidrodestilacién son
las téenicas tmds cormunes para la obtencidn del aceite. Con el fin de obtener un AE
con comnposicidn constante, el proceso de extraccidn debe realizarse bajo las mistmas

condicionss v a partir del rmisme érgane de la planta (Bakkali et al., 2008).

Para facilitar la liberacidn del aceite de las células vegetales, las sernillas de
clave v los tallos son trituradeos antes de la destilacién, Posteriermments €l mmaterial
vagatal es sornetido a destilacién a vapor o hidrodestilacién durante un perfodo de

Za 24dhoras.

La destiladdn de las semillas enteras da lugar a un AE con mavyor
contenide en EG mientras que el uso de sernillas trituradas produce una
disrmninucién del contenido de EG en el products final debide a la evaporacidn del

misme durants el procesoe de melienda [ Guenther, 1945),
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Otros autores han sefialade que €l contenido de EG del AE depende del
tiemnpo utilizade en la destilacién del mismeo. Destiladenes rdpidas producen AE
con un contenide en EG mucho mds alte que utilizando una destilacidn normal

(Bauer, 1985).

La extraccidén tarnbién se puede llevar a cabo mediante la utilizacién de
fluides en condiciones supercriticas. El compuesto mds utilizado es el COy a
presidn ¥ ternperatura superior a su punto critics, En estas condiciones, se obtiensn
buenos rendirmientos ¥ g2 evitan alteraciones de los cormpuestos veldtiles, Este tipo
extraccidn conlleva infraestructuras mds caras, pero tiene grandes ventajas cotro
facil v rdpida eliminacién del gas extractor per descompresidn, v ausencia de

residuos de disolventes procedentes de la extraccién,

22 ComMrPosicioN NUTRICIONAL DEL CLAVD

La composicién nutridonal del clave warfa en funcién con las condiciones
agroclimdticas bajo las cuales el frute ha sido cultivade, procesado v almacenade, El
frute de davo seco contiens carbohidrates, proteinas, aceite, resinas, taninos,
celulesas, pentosas ¥ elementos minerales. La Tabla 12,1 representa la composidén

nutricicnal de las semillas de clave,
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Tabla L2.1. Composicion nutrictonal de o semallas db

clavo,
Nutriente Valor / 100g
Agua ) £.86
Energia (Keal/KI) 223/1350
Proteinas {g) 5,98
Grasa Total (g) 01z
Carbohidratos (g} 5L71
Fiba {g) 34,2
Cenizas (g} E.BE
Caleio, Ca (mg) 646
Hierw, Fe {mg} .S
Magnesio, Mg {mg) 264
Fosforo, T img) 108
Potasio, K {mg) 11z
Sodie, Na {mg) 743
Zine, Zn (mg) L0%
Cobre, Cu {mg) 0,25
Manganeso, Mn (mg) 30,00
Selenio, Se (mg) 6,00
Vit € fmg) B0LED
Vit Bu {mg) 01z
Vit Bz {mg) 0,27
Wit Ba {mg) 145
Vit Bs, fmg) 0,590
Folatos () 330
Wit B, ortocofersl {mg) 852
Vit K {pg} 1418
AG Saturados totales () 544
AG Monoisaturados (g 147
AG Poliinsaturados totales {g) 708
Fitostervles mg) TERA
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23 CoMPOSICION QUiMica DEL AEC

El AEC estd formado por una gran variedad de compuestos (Chaieb et al,,
2007, Su composicidén varia dependiendo de su procedencia. Entre  sus
cotnponentes destaca eugencl (49-98%) como comnpuesto mayoritario, B-cariofileno
(4£21%) v eugenil acstato (05-21%). Ademds también se pueden encontrar
pequefias cantidades de c-humuleneo y trazas (< 1%) de otros 25 a 35 constituyentes,
La estructura quimica de los principales componentsz del AEC quedan
respresentados enla Figura 1L.2.3. La Tabla 1.2.2 resume la compesicidn del quirmica

del aceite esencial de dave.

=H

7 o
Engenol Seariofileno
/
o
‘&
Eugenil acetato crhumuleno

Figura 1.23. Estructira quimica de los principales componentes del AEC,
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Tabla L2.2. Composicidn del AEC delerrranadapor GO-MS (Clumeb ef al, 2007,

g Cinpamenien? Indice Povcantaie
Kovada® (%)
I 1 Heptarora 1172 0.33231
2 Etil hexamoato 1131 O,6609E
3 1 hepanol 1304 o
4 Peribil otapoato 1364 tr
& 1recarena 110 tr
B Etil octamoaro 1479 tr
¥ & ubebeno 1451 e
tc
] Copaeno 1491
ko
1 1 roracel 1491
I8 Lialol 143 "
LI lurdeanora 1548 i
128331
I2 E cariofil=co 15EE 2
T
I3 Peritl bepzoato 131
Iz Enlbmazoaw 1619 T
Is e Homuleno 1647 013983
6 el vl 1668 T
Iy e-ammocfeno 1669 T
I e tereinl ao=tato 1673 T
T
I3 e mrrsrolera 1i%
T
20 Eerol acetato 1711
T
21 Carvora 1714
22 Cadioero 1731 T
23 Lferulenlacetats 1756 T
Tr
24 |E)acetal 162 ‘
25 Calarrerero 1B27 1.1E3E
. T
26 almochol berdlvm 136
27 Calacoreno 1E61 0.11437
Tr
24 Canofilero daxdo 171E t
29 Plertil e gerol 1976 Tc
a0 Hummlero oxdo 1B *
30 tldehidoandmes 1986 i
32 Enlaracate 1016 "
33 Benaluglat 2071 w
58, 88535
34 Eugmrol 2181 &
35 Evgenil ac=tato 2263 FAM84
017337
3B Hurmulerol 116 :
Totalidebificado 9E, 1761 98 17E

Orden de ducién de k celurmna capilar HP-2004

bldentificacién por cotrparacién del espectro de frasas 7 los dates del indice de
Kovats o indice de retencidn.

= Indice de Kovats en la columna capilar HP-200, tr: trazas (< 0. 19%)
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24 PROPIEDADES BIoLdGIcas DEL AEC

2.4.1. Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana de diferentes extractos de Eugenia caryophyllata
ha side demostrada frente a bacterias patogénicas, incluyende Campylobacter jejuni,
Sabmonella enteritidis, Escherichia coli, Staphylococens aurens v Enterococcus faecalis
{Larshird et al., 2001; Friedman et al,, 2002, Burt ¥ Reinders, 2003; Cressy et al., 2003
Feres etal., 2005), Mytle v colaboradoras (2006) observaron una reducddn en la tasa
de credmiente de cepas de Lysteria monocytogenes a temperaturas de 15 v 5 'C con
un trafamiento de AEC a concentracones de 1-2%, Ofros autores han descarito
diferencias en la accidn antibacteriana de los AE dependiendo de la procedencia del
tristmeo. Cuando se ha estudiade el efecto de AEC frente a un grupo de bacterias el
AEC extraide de la semilla ha mostrado una maver actividad frente Staphylococeus
@irens, mientras que el aceite procedente de las hojas inhibe con mayer intensidad

el crecirniento de Bactifius cereus (Ogunwande etal,, 2008,

MNumercsos estudios han revelado la accién inhikidera de AEC frente a
bacterias  intrahcspitalarias  que pueden dar lugar a  graves infecciones.
Staphylococeus (coagulasa negativo) es un patdégeno gram (+) intrahospitalario que
tiens la hakilidad de sebrevivir durants largos periodes de tiempe en catéteres de
didlisis ¥ material instrurmental. Neely y Maley (2000) aislaron 32 cepas multi-
resistentes de Staphylococcus epidermidis mediante la difusidn en discos de agar.
Cada cepa bacteriana demmostrd un grado de sensibilidad diferente al AEC La
trayor efactividad del AEC se ha demostrado frente a cince cepas de Staphylococeus
epidermidis (CIP 106510, E13, 527, 523, v 538). Adermnds también el AEC también ha
sido efective contra 26 cepas de Staphylococcus epidermidis aisladas de fluides de
didlisis. Estos resultados coinciden con les expuestos por Enzo v Susan (2002, en
los que el AEC mestrd adtividad antibacteriana frente a un gran niimero de cepas
de Staphylococcus epidernidls v Staphylococcus @irews resistentes a la meticilina,
Dortnan v Deans (20000 levaron a cabo un estudic en &l que se compard la
actividad antibacteriana de distintes AE v de sus componentes rmayeritarios. La
Tabla 1.2.3 rmuestra la eficacia antitnicrobiana de los distintos mmicroorganistmos
cuando se utiliza AEC y cuande se utiliza su componente mayoritario, EG. A la luz

de les resultados, aungue no hay una tendencia claramente marcada, en el 64% de
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los casos estudiades la actividad antibacterianarepresentada por la zona de

crecimiente inhibitorio, es mayer para el AEC en comparaddn con el compuetso

purc EG,

Tabla 1.2.3 Zonas d crecimiento miminforio (wen) mosfran do la acividad

mitbacteriona del AEC (Syzypaienr o omalicien) y de su componente

magoritar £ G, Adgpatada de Dovman y Deans (2000),

Cepas Bacterianas Fuente AEC Eugeneol
Actnefobacier calcoacefica MZIB 8250 10,3+ 0,2 15,4203
Aevomona fydroplola LT 8049 11,7+ 1,1 170404
Alcaligenes faecalis MCIB 8156 23,1+ 0,6 123405
Bactlus subiilis MCIE 3610 21,1401 21,8 0.4
Beneckea natris gems ATCC14048 15,820,7 208418
Erewibacteriomm Gnens MCIBE456 29,8+ 0,1 127401
Erocotinix thermospacta Meat 11,1+ 0,1 1£,1+0,2
Citro bacter freundii MCIE 11290 12,1+ 2,6 31403
Clostridaon sporogenes MCIB 10696 13,4+ 0,5 9.7+ 0,1
Enterobacter fascalis MCTC 775 15,5+ 0,6 10,0 40,1
Enterobacter GET0 FETES T 1006 FE+11 9,902
Erunmia cavofovora NCPPE 312 11,7 + 0,6 0,0+06
Eschericliacok M CIB 8879 13,6+ 1,1 13,3403
Flauobactertuom suavenlens N 343 14,44 0,4 105 +03
Kelbste lla prercmoniae MNCIB 418 9,103 21506
Lacto bacillus plantmum N 343 28,502 117 +0,7
Leuconostoc oremaorts NODO 543 18,7+ 0,1 _ .NF. .

inhibicion
Micrococcias fifeis MNCIB 8165 14,8+ 1.0 1,7 +0.7
Moracella sp. MCIB 10762 15,8 + 0,6 10,1+ 0.6
Profeus vilgais MCIB 4175 8,1+08 83102
Pseudomonas @meeogings g MNCIB 950 14,0+ 0,8 155206
Salmonellapullorion MNCIB 10704 14,0+ 0,6 128+0,1
Serrafta Harces cens MICIB 13FF 2L,6+0,8 229038
Staplmilococous @ ens MCIB B5F1 14,9409 11505
Yersmia enderocolifica MCIB 10460 13,7+0.9 1lp+04
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2.4.2. Actividad antifangica

Las propiedades antifiingicas del AEC se deben principalments a su
wtnponente mayoritarico EG (Manchar et al, 2001), Cox v celaboraderes, en 2001
dernostraron que la actividad antifiingics es debida a su accién sobre la membrana
celular, provocandeo la desestabilizacidn de la tnisma e induciendo la muerts
celular., La efectividad del AEC ha sido demostrada en Candida abicans,
Trichophyton mentaprophytes (Tampier et al., 2008) v Aspergillus niger (Pawar ¥
Thaker, 2006). MNifiez vy colaboradores en 2001, estudiaron el efecto de la
termperatura, el tiempo de contacto vy la concentracidn (0,2%-0,8%) (v/v) de
oleorresing de clavo dispersada en una selucién saturada de azdecar sobre Candida
abicans, Penicilium citrinum, Aspergiibus wiger ¥ Trichophyton mentagrophytes. Los
resultados demostraron un aumento del efecte fungicida a una temperatura de 37
2, El efecte fungicida de la soludén de clavo-azicar sobre Candida albicans fue muy
sitnilar a los desinfectantes utilizados nermalemente en centros hospitalarios, cotro
povidona yodada y clorowilenol. & pesar de que la oleorresina demostrd un
itnportante efecto letal, Penicilium citrinum v Aspergiliis niger fueron mds resistentes
al tratarniento. Por otro lado, el uso de la clecrresina de clavo (0,4%) (v/v) disuelta
en solucionss acuosas causd un 99,6% de reduccidn de la peblacidn inicial de

Trichophyton mentagrophytes.

2.4.3, Actividad antivirica

La actividad anitivirica de Syepgrium aromaticum también ha sido descrita
por Hussein v colaboradores (2000). El AEC se ha uatilizado para demostrar la
fuerte actividad de éste en la inhibicdén de la replicacién del wvirus de la hepatitis C
finhibicién » 90% con 100 pgfmL). Tatrbién se ha demostrade la eficacia del AEC
sobre el virusz del herpes sirnple (WHE) por inhikicién de la actividad de la enzima

VHS1-DN A polirmerasa (Kurokawa etal  1995),
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24.4. Actividad antioxidante

La mayoria de antioxidantes naturales sen compuestes fendlicos que se
snicuetitran en plantas (Kim et al., 1997), Las propiedades antiowidantes del AEC

tarnbidn se le atribuyen a su cornponente mayoritario EG (Ogata et al., 2000).

La capaddad antioxidants de AEC ha quedado evidents mediante la
utilizacidn de varies métodos de medida de la inhibiddn de la actividad radicalaria:
DFPH, AEBTS, medida de la actividad antioxidante per el métede de ticcionato
térrico, el método FRAP que mide la capaddad de transformadén de Fe®-Fal, v &l
métedo de atrapamiento del 16n superduido por el sisterna riblofavinafmetionina,
El AEC mostrd una actividad inhikitoria del 97,2% en la peroxidacidn lipddica de
una ernulsidn de deide linoleico a una concentracidn de 15 pgAmnl. Estos resultados
son muy sitnilares a les obtenidos con la utilizacién de antioxidantes estindar comeo
butilhidroxanisel (BHA), hidroxitolueno butilade (BHT), o-tocofersl v trolox
demostraron una inhikicidn de 95,4, 99,7, 84,6 v 95,6% de la peroxidacidn lpidica en
la tnisma ernulsidén de deide linoleico, La actividad el AEC se ha detmostrade debido
a la capacdad de atrapamients de DPPH, ABTS*, anidn superdxide v actividad
quelante [Guldn etal., 2010),

Otros estudios tarmbién han dernostrade una mayor capacidad antioxidante
del AEC frente al radical DPPH que su componenite mayoritario eugenal, o un
antiexidants estdndar de origen sintético como el hidroxitoluens butilade (BHT)

{(Jiroveatz st al,, 2006).

Basdndose en estos resultados, el AEC puede ser usado para minimizar la
oxidaddn lipldica en alimentos v productos farmacéutices, retrasande la formacién
de productos de omidacidn que pueden alterar la calidad nutricienal v una
dismninucién de la vida atil de alimentos v productos de la industria farmacéutica

(Gulgcinetal,, 2004,

24.5. Actividad antitum oral

La actividad anticancerigena v antimutagénica del AEC ha side
demostrada por algunes autorss (Miyazawa ¥ Hisarna, 2001), El AEC presenta

accidén citotdxica sobre lineas celulares tumorales PC-3y Hep G2 (Ogunwande et
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al., 2005 Yoo et al, 2005), Por otra parte, la actividad antimutagénica del AEC para

indudr apoptesis en células cancerigenas humanas (Namild, 1994,

2.4.6. Actividad anestésica

EG es utilizado come anestésios en un gran nimero de aplicaciones, Puede
ser usade oomo andstésice local en odontologia v también come ingradients de
cermnentos dentales para empastes (Markowitz et al., 1998) a concentraciones mds
bajas que otros anestésicos locales [Keene et al, 1998), ademds es rdpidamentes

metabolizade v excretade (Wagner et al,, 2002),

En la actualidad, los anestésicos naturales sen armpliamente utilizados en
investigaciones con anitmales con &l fin de reducir el estrés, la mertalidad v ] doler.
Tammbién se usan para la inmoevilizacidén anitmal en un gran ndmero de
procadimisntos come drugfa, bopsias v transporte sin necesidad de provocarles

dafics (Surnmerfeld y Sith, 1990, Soto v Burhanudding, 1995; Wagner et al,, 2003),

La actividad anestédsica del AEC ha side probada en pescados come la
trucha (Owncorlymebus mykis) (Anderson et al, 1997, Keene et al,, 1998) v el bagre
(Waterstrat, 1999, Verarsky vy Wilhelm en 2006 desarrollaron un protocolo de
actuacién utilizande AEC come anestésico en anfipodos [(Gammarus minus) con el
fin de obtensr informacidn bioldgica bdsica (sexo v longitud) sin provocar dafic a

los tmismos.

De este modo, el AEC ha sido definide comeo una alternativa al uso de

anestésicos como Tricaine o MS-222,

2.4.7. Actividad insecticida

El uso de insecticidas de origen quirnico para el control de artrdpodos v
pardsitos, presenta numerosos inconwvenientes, incluyendo la resistencia v dafies
ambientales (O Brien, 1999, La actividad kicldgica del AEC ha side probada frents
a muchos pardsitos. El Hag v oolaboradores en 1999 demestraron su efecto
inhibitorio en el credmiente de larvas de Culex piplens. También ha side descrita su
actividad insecticida frente a meosquitos Fediculus capitls (Yang et al, 2003) v

Anopheles dirus (Trongtolit et al., 20085, v su uso con fines acaricddas en especies
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Dermatophagoides faringe v Dermatophagoides plerenysinnus, Otros estudios han

deserito su uso come fumigante frente a termitas japonesas (Park y Shin, 2005),

24.8. Actividad hepatoprotectora

La bibliografia recoge estudies que musestran la capaddad del AEC en la
reparacién de dafios hepdticos provecados per paracetamcl, evaluade per el
incremente sanguinec de enzimas hepdticas cotme aspartate aminotransferasa
(AST), alanina arninotransferasa (ALT) v fosfatasa alealitm (ALR) (Sallie et al, 1991,
Los resultades del estudio han mostrado la capacidad del AEC para restablecer los
niveles sangufneos de estas enzitmas. Estudios i vivo sobre la capacidad de sernillas
de clavo revelaron una recuperacién de tejido hepdtico daflade de ratas (Shubei et

al., 2010).

249, Actividad antidiabética

Prasad v colaboradores en 2005, estudiaron el efecto de extractos de clave
sobre insulina v cflulas hepdticas. Los resultados indicaron una reduccién de la
expraszidn de enzirnas come fosfoenclpiruvatocarboxiquinasa (FEFCK) v glucosa-6
fosfatasa, ambas irmplicadas en la sintesis de glucosa. En otros estudics de ADRN
realizados con microarrays dieron como resultado que la insuling v el AEC regulan

la expresién de genes de manera sirnilar,

24.10. Actividad antiinflamatoria

La adicidn de extractos de dave en dietas ricas en deides grasos -3 ha
mostrade el efecto sinérgico entre el AEC, v los dddos grasos o-3 sobre la actividad
antiinflamnatoria. Algunos componentss mminoritarios del AEC como kaempfersl,
rharmnetina v P-cariofilenc contribuyen a las propiedades anticwidantes ¥

antiinflamatorias de este AE (Srivastva, 1993,
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2.4.11. Actividad antiplaquetaria

La actividad antiplaquetaria de Eugenia caryophyllaia ha side probada
usande EG v rmetil eugsnol en la inhibicidn de araquidonate, dando come
resultados un efecto mds potente que el deido acetil salicflico v adrenalina en el

mantenitniento de la hemostasia (Srivastva, 1993),

2.4.12. Actividad antiestras

Singh ¥ Damanhigi (2009 describieren la capacidad de extractos de AEC
ant la reduccidn de dlesras gdstricas v en la prevencidn de los cambidos bioguimices
de enzimas asociados al estrés mediante el uso de AEC (100 mg/Kg) v permitiendo
una reduccién en los niveles aminotransferasa, fosfatasa alealina, glucosa, cortisol y

corticoesterona,

2.4.13. Actividad antipirética

El EG ha demostrado una tnarcada actividad antipirética en ratones a los
que previamente se les indujo un estado febril mediante la utilizacidn de
interleukinas-1. Eugenol fue mmds efective en la reduccidn de la fiebre que el
paracetamol, ademds parece ser que el mecanisme de accidn de ambos es muy

sitnilar (Singh v Darnahigi, 2009,

25 APLICACIONESDEL AEC

2.5.1. Industria alimentaria

El clavo en forma de semilla o en forma molida se destina, principalments,
a usos culinaries y domeésticos ¥ también cotno aditive, Sin embargo, cuande se usa
con fines antimicrebianes en la industria alimentaria se emplea en forma de AE ya

que de este modo se ven favoreddes su efectos,

WVrinda v Garg (2001) describieron el uso de AEC como agente conservants,
¥a que su uso permite la inhibicidn del crecimisnto de Listerin monocytogenes en

carne ¥ queso. La adicidén de AEC a concentraciones entre 0.5 v 1% ha permitide la
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reducdén de la tasa de crecimisnto bacterianc a temperaturas de 30 'Cy 7 'C an

ambos alimentos,

Con el fin de optitnizar la eficacia del use de productos naturales, y evitar
gl uso de fungicidas de origen sintético, actualments se estd potenciando la
combinacidn de AE con técnicas de envasado active, El uso de mezdas de EG,
mmenteol ¥ titnol, junto con la utilizacidn de envases activos han servido para inducir
al aumento de la wida 4til de uva de mesa de la wariedad Crimson Seedlsess
(Valverde et al., 2005), Posteriormente, v en linea con estos resultados, Valers et al,
[2006) utilizaron mezdas de EG, timel ¥ carvacrel en comnbinacidn con técnicas de
envasado active (MAP) en uva de mesa de la variedad Aledo. Los resultados
mostraren que la adicién del AEC an &l envase conduce a una evolucién con menoer
pérdida de firmeza y de acidez, menor acumulacién de *Brix y menorses carmnbios de
coler, Ademds, tanto el recuento de asrobios mesdtiles como de mohes v levaduras

fueron inferiores en las uvas tratadas.

Los antibidticos para piensos anirmales han sido ampliamente emnpleados
por la industria como factores de crecimiento para mejorar la productividad v
disminuir la incidencia de enfermedades. Sin embarge, en la actualidad existe una
creciente preocupacién de los consumidores sobre los efectos negativos de esta
prdctica debido a la posibilidad de desarrollo de resistencias microbianas, las cuales
pueden ser transmitidas a humanes, Todo ello ha conducide a la Unién Europea a
la prohibicidén de su use en alimentacidn anirmal. Esto ha implicado el desarrollo de
alternativas a estos antibidticos, entre las que destacan los extractos vegetales y AE.
El uso combinade de AEC, orégano y anis adicienado a pienses anirmnales a una
concentracidn de 200 ppim ha mejorade la gananda de peso diaria de aves durante
un periodo de crecimiento de 5 semanas. Reclentamente ha sido publicada una
patente en la que se describe el uso de EG en combinacidn con cinarmaldehido para
aumesntar el rendimiento de anirnalss rurniantes destinades a la produccidn de
leche v carne [Gautier et al, 2001). Esta combinacidn también ha sido usada por
otros autores con el fin de mejorar el sabor de la carne de ave, Otros documentos
avidencian el uso combinado de ambos compuestos en la industria alimentaria

cotre agentas arormdticos imitande el flavor de la cola,
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2.5.2. Cosmaética y cuidado personal

AEC v EG son ampliamente utilizados en la produccién de jabones y
detergentes a concentraciones de 0,05-1% [v/v). De acuerdo con la base de datos de
productos de cosmética EW G (Envirotunental Working Group), actualmente se
enicuentran en el mercado alrededer de 500 productos con EG destinados a la
costmética ¥ al cuidado personal. Entre ellos, cabe destacar tintes para cabello,
perfurnes v fragancias, tratamientos de cosmética corporal, crernas hidratantes

faciales v maquillaje de labios.

2.5.3. Odontologia

Debido a sus propiedades antibacterianas, el clavo se usa en dentrificos,
soluciones orales v sprays bucales. También se utiliza EG, en combinacidn con

duido de zine, para la elaboracidn de cementos dentales,

La efectividad del AEC ha side probada contra un gran nlmero de
patégencs orales (114 cepas de Strepfococcus v 46 cepas de levaduras), El AEC es
muy efectivo a bajas concentraciones contra un gran nimero de bacterias orales y
levaduras asociadas a caries dentales, De manera general, el AEC ha dernostado
una mmayver eficacia de inhibicidén que la eritrermicing, mostrando el nivel mds alte de

actividad sobre Streptococcus oralis v Streptococcus mitis,

La mayorfa de log autores coinciden en que la actividad anticariogénica del

AEC es debida a su alto contenide en EG (Zheng etal,, 1992),

26 ToxICIDAD

El uso de AEC ha sido aprobado por la Food and Drug Administration
(FDA) como arermatizants en alimentacidn, anestésico ¥ en cementos dentales en
odontologia v en fragancias o arornaterapia. Se considera come segure cuando es
utilizado como aditive en cantidades menores a 1500 ppm v ha side definido por la
EF& [(Enviromental Protection Agency (EEULN) cormne pesticida de minime riesgo,
Sin embargo, la ingestidn o inyeaoridn de cierta dosis de AEC puede causar dafios
respitatorios, fallos hepdticos, v depresidn del sisterna nervioso central. La dosis

letal descrita es de 3,75 g/Kg de peso corporal,
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4 pesar de que no existen estudios epidemiclégices en humanes que
muestran los efectos reladenados con la expesicidn a AEC o EG, la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) ha considerado como ingesta diaria aceptable (IDA) de
un valor de 25 mg/Kg-dia, Estos datos se han kasads en un estudio llevade a cako

an ratas.






[ INTRODUCCIGN 87

3. ENCAPSULACION DE AROMAS Y AE

La encapsulacién es una téonica en la que un rmaterial o mezcla de
rrateriales es cubierta o atrapada <on otro material, El components gue se recukbre
se denornina material active, y la cubierta externa se conoce con el nombre de
agente encapsulante o cubierta. Esta técnica se emperd a desarrollar en 1950, en la
industria del papel para la elaboracdén de tintas con menor contenide en carbdn
(Augustin et al, 2001 Heinzen, 2002). En la actualidad, la tecnologia de la
encapsuladdn ha extendido su uso a la industria farmacedtica, quirnica, cosmmética
v alitmentaria. En el campo de la alimentacidn, la encapsulacidn se ha desarrollade
an grasas ¥ acsites, en cormponentes arormaticos, oleorresinas, vitarninas, minsrales,
colorantes v enzimas (Dziezal, 1985; Jackson ¥ Lee, 1991 Shahidi y Han, 1993). La
sncapsuladdn evita la formacidn de aromas indeseables producides por
interacciones entre componentss de los alimentos, otorga proteccidn frente a la
oxidaddn como consecuencia de la radiacion UV, minimiza la interaccién entra
commpeonentes aromdticos, aumenta la vida 4til de los aromas v contrela la liberacién

de los mismes dentro de un producto (Reineccius, 1991 Tari v Singhal, 2002),

La incorporacidn de pequefias cantidades de arorma en los alimentos puede
influenciar a la calidad del products, coste, ¥ satisfaccidn del consumidor. La
industria alimentaria se encuentra en continue desarrello de ingredientes, métodos
de procesado v materiales de envasado, con el objetive de conseguir una mejora de
la conservacidén de alimentes (Zeler y Sallel, 1998). La estakilidad de la cubierta es
una condicidn importante para la conservaddn de las propiedades aromdticas de
un alimente, Por elle, hay muchos factores que debern tenerse en cuenta a la hora de
encapsular aromnas: la cubierta o material encapsulante (Imagi et al., 1992, la
proporcidén entre material active v tnaterial encapsulante [Minemote et al, 1999,
método de encapsulacidn elegido (Minernoto et al, 1997) v las condiciones de

almacenamiento (Minemoto etal,, 1997; Yoshii et al, 1998a).
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31 MAaTERIALES USaDSEN La ENCaFsULaCION

La encapsuladdn de componentes aromadticos implica la protecddn de les
ristnos frente al medic externe. El tamafio de la microcdpsula formada puede
variar desde unos cuantos milimentres a menos una micra (Crouzet, 1998). La
cdpsula mds simple consiste en una moléeula hudsped rodeada de una cubierta, El
traterial encapsulado puede estar formado por un séle compussto o por una

trezcla de varios cotnpuestos,

Los métodos de encapsulacidén sen limnitados, sin embarge existe una
extensa variedad de rateriales que pueden ser utilizades come agentes
sncapsulates, Entre elles destacan protefnas, carbohidratos, lpides v gormas (Brazel,
1999). Todos ellos presentan ventajas e inconvenientes ¥ su elecddn depende del
objetivo del producto, del proceso de encapsulacién utilizado v de aspectos legales
relacionados con la aprobacidn del agents encapsulante por la European Food
Safety Autority, en la Unién Europea, o la Food and Drug Administration, en

EEUU (Amrita etal., 1999).

3.1.1. Hidratos de carbono

Los hidrates de carbone oome agentes encapsulantss son ampliamente
usades en la encapsulacidén mediants secado por atornizacién (Kenyor, 1995,
MceMamee et al, 1998). La capacidad de los hidratos de carbone, come almidones,
trialtodextrinas (MD), siropes de mafz ¥ gotnas para encapsular arotnas, unideo al
kajo coste v la variedad de los mismoes, hacen de elles la eleccidn mds adecuada
para su encapsulacidn (Deiezal, 1985, MMutka y MNelson, 1988). Adermnds, estos
rrateriales presentan baja wiscosidad en un medio con alto contenido en sdlidos ¥

alta selukilidad come condicién muy deseakle en un agente encapsulants,

21.1.1 Almidin

El almidén vy los productos de almidones moedificados (almidones
modificados, maltodextinas  (MD), ciclodextrinas  (CDs)) son  ampliaments
utilizados en la industria alimentaria para la proteccidn de compuestos voldtiles,
Pueden ser usados tanto en la encapsulacidén de aromas ¥ come estakilizantss de
una emulsién, Muchos investigaciones se han centrade en la oreacidn de nuevos

mrateriales derivados del almidén con el objetivo de mejorar la retendén de aromas
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(Golownya et al, 1995; Glenn y Stern, 1999; Tormas v Atwell, 1999), La capacidad de
la amilosa en la formacién de complejes de inclusién ha side descrita para un
armnplio niimers de cornpuestes aromadtices (Kuge v Takeo, 1965 Solms, 1986; Escher

at al., 2000,

2.1.1.2 Maltodextrings (MD)

Las MD ze forman por hidrolizacién pardal de la harina de maiz con deidos
o enzitmnas ¥ se clasifican de acuerdo con el valor DE (equivalente de dextrosa). Este
pardmetro mide el grado de hidrélisis del almidédn. Las MD tienen la hakilidad de
formar matrices encapsulantes (Kenyon v Anderson, 1985 Shahidi v Han 1993) v
ademds presentan una buena relacidn entre coste v efectividad. Se caracterizan por
tener baja viscosidad cuando se encuentran en ermulsiones con alte percentaje de
sdlidos (Apintanapong ¥ Neomherm, 2003), Come inconvenientes se ha discutide
sobre la falta de capacidad emulsificante v la baja retencidn de voldtiles (Reineccius,

1991,

Bangs v [Reineccius (198]1) estudiaron la retencidn de 12 cormpuestos
aromadticos encapsulades con MD de diferente grado de hidrélisis (DE 10, 15, 20, 25
¥ 36.5) conluyeron que la retencidn de voldtiles dependfa del valer de DE siendo las
que posesn un valor DE de 10 las que mostraron una mayer retenddn, De este
mode, se observd que a medida que €l valor DE aumentaba, la retencidn del flavor
distninufa. 5l bien es clerto qgue la retenddn de componentes arormdticos durante el

altnacenamiento auments con el valer DE (Yoshii et al., 2001).

Sin  emrbarge, otroz  autorss  han descrito  resultados  opuestos.
Anandaraman vy Reineccius (1986) describieron las MD con un valer DE alto como
s efectivas en la encapsulacidn del AE de naranja. Los resultaros dejaron patente
la efectividad frente a la oxidacidn, ilustrando la influencia del valor DE en la
funcionalidad come agente encapsulante, Desobry v oolaboradores (1997
confirmmaron estos resultados cuando se examind la oxidacidn de p-caroteno

sncapstilade con MD como agente encapsulante,
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21,13 Gomas

Las gomas v los espesantes son generalmente blandes e insfpides pero

pueden potenciar el efecto del sabor v aroma de los alimentos.

La goma ardbica es la gorna que rméds se usa cotne material encapsulants, Su
alta solubilidad, baja viscosidad, propiedades ernulsificantes ¥ su buena retenddn
de cormpuestos voldtiles hace de ella un producto muy versdtil para la mayoria de
métodos de encapsulacidn, Ademds este material se adapta muy bien en la
sncapsulacidn de gotas de lipides ya que presenta propiedades de superficis activa,
¥ evita la pérdida de veldtiles en contacto con la atmésfera. Sin embargo, su
aplicacidn dentro de la industria alimentaria es limitada, debide a su alto coste

frente a las MD (Kernyon, 1995 Shiga etal,, 2001).

También se ha prekado su aplicaddén en combinacidn con MD. Los
resultaros han dade lugar a ermulsiones con viscosidad adecuada para encapsular
AE de cardamome, utilizande como métedo de encapsulacdn el secado por
atorrdzacidn, La encapsulacidn de ura mezcla combinada: etil propionate, etil
butirato, AE de naranja, aldehido cindmice ¥ benzalheido, utilizande commo
materiales encapsulantes una mezcla de goma ardbica v MD, dieron lugar a un
aurmento de la retencién de voldtiles al misme tiempo que lo hacla la fraccidn de
gorma ardbica (Reinnecdus, 1991). Segin la literatura, La retencidén de aroma
depends de un gran nimere de variables incluyendo la termperatura interna del
atornizadeor, la concentracidn de la ernulsidén, la viscosidad v la properddn de gotma

ardbica y MDy el grado de hidrélisis de las tismas (William y Fhilip, 2000).

3.1.2. Proteinas

Las proteinas son macromeléculas con estructuras quirmicas muy diversas,
propiedades anfipdticas v con habilidad para asociarse entre ellas e interactuar con
una gran variedad de sustancias. Estas caracter{sticas hacen que tengan excelentss
propiedades funcionales cormo solubilidad, viscosidad, propiedades ernulsificantes
¥ propiedades para formar films, lo que da gran aplicabilidad en encapsulacién,
Durante la formacidn de una ermulsidn, las proteinas son rdpidaments erdenadas en
la interfase aceite-agua. Esta nueva capa formada protege las gotas de aceite de la
recoalescencia ¥ a partir de ahi provee de estabilidad fizica a la ernulzidén durante el

procesade v almacenarmiento [Dalgleish, 1997, Dickinzon, 2001),
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32.1.2.1, Proteines misladas de suero ldoteo (P5)

Las PS5 presentan todas las propiedades funcionales deseadas para un
agente encapsulante (Armrita et al, 1999) v de hecheo, son rmuchas las publicaciones
que akalan este uso (Moreau v Rosenberg, 1993, 1996, 1998, 1999; Rosenberg v
Young, 1993, Young et al, 1993, b; Sheu v Rosenberg, 1998; Rosenberg v Sheu,
1996; Rosenkerg, 1997, En el mercade, la proteina se puede encontrar corne
protefna aislada de suere (F5) (95-96% proteina) o concentrado de protefna de suero
(CPS).

Las PS han mestrade ser una buena barrera frente a la oxidacidén de AE de
naranja encapsulade (Kim y Morr, 1996), El CFPS ofrece las propiedades requeridas
para estabilizar emulsiones. Sin embargo, Faldt ¥ Bergenstahl (199€), mostraron que
gl poder encapsulante del CP5 es bajo comparade con el caseinate sédics para

encapsular aceite de soja.

Las PS5 tarmbién se han utilizade en cornbinacidn con hidratos de carbone
cotno agentes encapsulantes de compuestos voldtiles (Young et al, 1993k, Sheu y
Rosenberg, 1995). En estos sistermas, las PS5 sirvieron como agentss emulsificantes,
rrientras que los carbohidratos (MD, sirope de maifz selide) actan come matriz
(Sheu ¥ Rosenberg, 1995), La proteina de suero mds usada en la industria
alimentaria es la beta-lactoglebuling debide a sus propiedades ermulsificantes

(Jouene y Crouzet, 2000,

3.1.2.2, Otra proteings

Protefnas come las polipeptonas, proteina de soja o derivados de gelatina,
tambidn son capaces de formar emulsiones estables con numerosos cornpuestos
woldtiles, Sn embarge su solubilidad en agua fria, &l potencial para reaccionar con
grupes carboniles ¥ su alte coste limita su potencial de aplicacién (Bangs ¥

Reineciuss, 1931).

La gelatina es un producto de hidrdlisis del coldgenc que se usa en el
procese de coacervacion (Dueel et al, 2004, Es un material hidroscluble que tiene
la hakilidad de actuar como agente encapsulants de numercses cornporertes
voldtiles mediante secade por atomizaddn (Lee et al,, 1999), Estas cdpsulas de
gelatina pueden ser usadas en un gran nimero de productos como especias ¥

rmucheos otros arcmas usados en la industria alimentaria (Goudel ¥ Trounel, 2001,
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La adidén de gelatina (1%) a una mezcla de MD ¥ gomas ardbicas incrementé la
retencidn de etilbutirato en la encapsulacién por medio del secado por atomizadén,

permitiendo un mejor control de la liberacidn del misme (Yoshii etal., 2001),

El cardcter anfipdtico v las propiedades emulsificantes del caseinate de
sodio ofrecen las caracterfsticas f{sicas v funcionales requeridas para encapsular AE
(Hogan et al, 2001). Este caseinato ofrece unas caracter{sticas ideales para la

retencidn del AE de naranja (Kim v Morr, 1996),

3.2, TECNICAS DE ENCAPSULACION

Las técnicas de encapsuladén contintlan emergisnde v muchas compafifas
lanzan nueves productos derivades de sus  tecnologfas  patentadas. La
encapsulacidn de aromas se lleva a cabo por una gran variedad de métodos, siendo
los dos procesos mds importantes el secads por atorizacidn vy la extrusidn
(Beristain et al., 1996; Goubet et al, 1998). La Figura L3.1 resurme los diferentes

proceses de microencapsuladdn,

[ Procesos Quimicos Procesos Mecanicos ]
Coacervacién [
CETvRs: Secado por atonizaciédn
Co—clr:sta]:zaadn Liofilizacién
Inclusién Melecular Atoizacién por
enfriarnientofeongelacdn
Extrids it
Microcapsulas

ik

[ Liberacion de aromas ]

Figura L3.1 Procesos de mracroencapsulacion de aromas y AE.
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32.1. Procesos quimicos

2.2.1.1, Coacervacién

La coacervacidn o separacidn de fases ez una téenica de microencapsulacidn
que se basa en la inducecidn de la desclvatacidn de un politriero que, a continuacidn,
se deposita en forma de goticulas de coacervado alrededor de la sustancia que se va

a encapsular,

El términe coacervaddn fue introducide por Bungenberg de Jong v Kruyt
en 1929 para describir el fendmeno de agregacién macromeolecular o separadén de
fases liquidas que tenia lugar en €l sene de un sistemna coleidal, En €l procese se
obtienen dos fases Hguidas, una rica (coacervade) vy otra pobre en coloides
(scbrenadants). La coacervacidén es una etapa intermedia entre disclucidn ¥
precipitado, es decir, conlleva una desolvatacidén parcial en contrapeosicidn a la
deszolvatacidn total asociada al proceso de precipitacdidén. Cualquier factor que
induzca la desolvatadén del polimers producird el fendmeno de coacervacién,
Entre los factores inductores de la coacervacidn se pueds destacar cambics de
temperatura, medificacidn de pH v la adicidén de un no selvente, una =al o un

polimers incompatibla,
El proceso de coacervaddn consiste enlas siguisntes etapas:

1. Dispersidn del compuesto a encapsular mediants agitaddn ({quido o

particulas sélidas) en ura solucidén del polimere formador de 1a cubierta,

2, Inducddn de la coacervaddn por algune de les procedimientos seflalades,
En esta fase se cobserva que el sisterma sufre una opalescencia vy, al
tricroscopio dptico, las gotas de coacervado presentan una apariencia

sernejante a la de una emulsidn,

3. Deposicidn (adsorddn) de las gotas de coacervado alrededor de los
cotrnpuestos a encapsular. El sobrenadants, en principio turbic, se wa
clarificande a medida que transcurre el proceso de coacervacidn., La
depesicién continuada de la cublerta es promovida per una reducciéndela
energia libre interfadal del sisterna debido a una disminucidn del drea

superficial durante la coalescencia de las goticulas liguidas

4, Coalescencia de las gotas de coacervade para formar una cubierta continua

alrededor de los nicleos.
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5. Endurecimiento de la cubierta de coacervado, sometiendo al sistetna a un
enfriamiento. Finalmente, las microcdpsulas obtenidas son aisladas por

centrifugacidn o filtracidn,

Este proceso ha sido muy utilizade para la producecidn de micrecdpsulas de

aleohol pelivinile, gelatina-acada v varios otros politneres (MMaji et al,, 2007,

Sin embargo, la coacervacidn no es rmuy utlizada en la industria, debide a
que es cornplicado v tiene costes elevados (Soper, 1995 Tuley, 1996). La
optitrizacién de la concentracidén de agente encapsulante suele ser problerndtica
debido a que la concentracién necesaria para obtener una emulsidn fina suele sar
diferente de la necesaria para produdr rmicrocdpsulas (MNakagawa et al, 2004),
Otras lirnitaciones de la encapsulacién de arotnas por coacervacdn son la
svaporacdn de veldtiles, la disolucidn del compuesto active en el sclvente v la

oxidacidn del producto (Miles et al, 1971; Flores et al,, 1992,

22,12, Cocristalizacion

Comparado con otros métodos de encapsulacidn de aromas, la co-
cristalizacién ofrece un econdmica y flexible alternativa ya gue es un proceso

relativarente sirmpls (Jackson ¥ Lee, 1991; Chen, 1994),

Ez un proceso donde dos ingredientes son incorporados en un
wonglomerade porese de microcristales de sacarosa formadeos por cristalizacdn
sspontdnea. Los procesos son llevados a cabo por concentracddn de jarabes de
sacarosa hasta supersaturaddn. Para ello, €] material a encapsular se mantiene en
agitacién constante, lo que permmite una rucleacidn ¥ aglemeracién del producto
(Astolfi et al, 2005), Esta técnica ha sido utilizada en la encapsuladdn de
nutmerosos productos: jugos de frutas, AE, saborizantes, aromatizantes y azdicar
troreno, La estructura del cristal de sacarosa puede ser modificada para formar
agregados de cristales muy pequefios que incorporan los saboras, un ejemplo pueds
ser la cristalizacién espontdnea del jarabe de sacarosa lograda a altas ternperaturas
(120 °C aproximadaments). El products formade tiene baja higroscopiddad, busena
fluidez v propiedades de dispersién (Labell, 1991; Quellet et al,, 2001}, Sin embargo,
durante &l procese en el que el liguide con el aroma se transfortma en granules

secos, muchos compuestos termesensibles pueden ser degradados (Bandhari etal,
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19929), Beristain v colaboradores en 1996 encapsularon AE de naranja usando este
métedo ¥ demostraron que la co-cristalizacidn de los productes retenia mucho mds

los componentes voldtiles que el secade por atomizacidn,

32.2. Procesos mecanicos

3.2.2.1 Secado por @ omizacion

El métede de encapsulacién de secado por atormizacién (spray drying) es
muy utilizade en la encapsulacidn de arormas y voldtiles (Deis, 1997), Este proceso
pertniten el use de una amplia gama de materiales para encapsular, da una buena
estabilidad al preducto acabade v presenta buen rendimiente del proceso de modo
continue (Reineccus, 1989). El proceso conlleva la dispersién de la sustancia a
encapsular en el agente encapsulants, seguido de una atormizacién de la muestra en
una cdrmara a alta termperatura (Deiezak, 1998, Watanabe et al, 2002). Las
microcdpsulas resultantes son transportadas a un cidén separador para su
recuperaddn, La formacién de una emulsién estable es importante a la hora de
sncapsular aremas, La retenddn de veldtiles en el secade per atomizacién depende
de las propiedades fisicoquimicas del material encapsulante, del compussto a
encapsular, del contenide en sélides de la emulsidén ¥ de la temperatura de
procesado, Los mejores resultados se obtienen con ermulsionss estables, v baja
viscosidad a alta concentracidn de sélidos en la emulsidn (Rosenberg et al,, 1990,

Goubet et al, 1998).

La encapsulacidn de compuestos con limitada solubilidad acucsa mediante
secade por atornizacidén da lugar a microcdpsulas con una estructura en la que el
material encapsulado se organiza en pequefias gotas cubiertas con el agente
sncapsulante, La microestructura de las cdpsulas se ve afectada por la composicidn
v propiedades de los materiales encapsulantes, la proporcién de aroma o AE, &l
agente encapsulante ¥ los pardmetros de atornizacidn ¥ secade {(Buma y Henstra,
1971a, b Kalab, 1979, Greewald v King, 1982 Keith, 1983 Mistry et al, 1992
Rosenberg v Yourg, 1993; Young et al., 1993a, b).

Una de las desventajas que presenta el método de encapsuladdn por
atorrizacidén es que algunos comnpuestos aromdticos con bajo punto de ebullicidn,
pueden perderse durante &l proceso, Ademds el material encapsulants pusde estar

en la superficia de la microcdpsula, fomentando la oxidacidn v posibles cambios de
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los aremas encapsulades [Deziezak, 1998; Desobry et al,, 1997, Segin Kerkhof
(19941, el grade de retencién de aromas depende fuertemente del contenide de
humedad de la muestra y de la humedad del aire. La Tabla 1.3.1 resumme las

ventajas v desventajas de la encapsulacidén por secade por atormizacidn,

Tabla L3.1 Veniaas e tnconventenies del uso delsecadn por afmmrizacion

Ventajas

*  Bajo coste de la operacién
»  Alta calidad de las microcdpseulas
o Alta solubilidad de la microcdpsulas

»  Alta estabilidad de las microcdpsulas

Inconvenientes

*  Produccidén no uniforme de las microcdpsulas

» Limmitacién en la eleccidn del material encapsulante
(necesita baja viscosidad a altas concentradones)

* Produce un polve tan fine que necesita posterior
procesado (aglomerad én)

* Mo recomendable para materiales sensibles al calor

3.2.2.2 Lipfilizacién

La licfilizacidn es uno de los procesos mds usades para el secade de
sustancias termosensibles que son inestables en sclucenes acucsas. Buffo vy
Reinecdus (2001) compararon distintos métodos de secado en la encapsulacidn de
AE de naranja con gotma acacia ¥ almidédn modificade. El estudic demostrd que la
liofilizacién ofrecs las propiedades mds deseables para encapsular el AE de naranja.
Minemoto et al. (1997) compararon la oxidacién de mentil lincleato encapsulado
con goma ardbica mediante secado por atormizacidn o con secado por liofilizadén,
Los resultades definieron a este altime como el método mds adecuado para la
encapsulacién, Ademds, el compueste encapsulade por licfilizacién meostréd una
cuidacién muche mds lenta 2 cualquier humedad relativa v no se vio afectade por
el almacenarniento., El estudie de la encapsulacién de aceite de pescado por
liofilizacién ofrecié una oportunidad para conseguir un producto con buena

resistencia a la oxidacidn (Heinzelrnann v Franke, 1999). Nagata (1996) describid la
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licfilizacién cdmeo el método mds idéneo para mantener la estructura y forma de las
microcdpsulas debide a la fjadén per congelado. Sin embarge, esta téenica es
muche menos atractiva para la industria debide al alto coste que supeone: hasta 50
veces TAS costoso que el secade por atomizaddn (Descbry et al, 1997, Ipualments,
el almacenarniento y transporte de las particulas es extremnadaments caro (Jacquot y
Pernetti, 2002) v la aplicabilidad comercial tarnbién se ve severaments afectada por

los largeos tiemnpos de procesado (Barbosa-Canevas y Vega-Mercado, 199€).

3.2.2.3. Atowizacion por enfriemiento/congelacion

En este métode el material encapsulante o cubierta es sometido a un
proceso de fusidn, La mezcla de la cubierta junto con el material a encapsular, que
g2 encuentra disuelto o dispersado en la misma, es fundido enuna cdmara en la que
circula una corriente de aire frio o un gas previamente enfriade, A continuacidnla
trestra se pulveriza. Les trateriales utilizados para formar la cubderta son
productos de bajo punte de fusidn entre los que se destacan las ceras, las grasas y
los dedos grasos. Es una técnica muy adecuada para la encapsulacén de

cotrpuestos termoldbiles,

Las técnicas de aspersién per enfriamiento o congeladén son valeradas
come las téenicas mds caras ¥ se utilizan en la encapsulacién de arornas para
mejorar la estakilidad al caler, el retraso de la liberaddn v en ambientes himedos ©

en la conversidn de aromas liquides en pelve (Gouir, 2004,

En la atornizacién por enfriarniento, el material utilizade para encapsular es
fundido v atornizade el una cdmara que generalmente contiens un kafic de hielo
conn CO1 Las gotas se adhieren solbre las particulas v forman una cubierta
solidificada. Este proceso ez adecuado para la protearidn de algunos compornentas
hidresclublas, que pueden ser volatilizados o daflados durante el procesarniento
térmico (Augustin et al,, 2001). El material encapsulante es tipicaments un aceite

wvagatal fraccionado o hidregenade con un punte de fusidén de 32-42 1,

La atomizaddén por congelacidn es un mmétede es muy similar a la
atorrizacién por enfriarmients, la dnica diferencia es la temperatura del reactor en el

que el material encapsulante ez pulverizade,

Las microcdpsulas obtenidas son insolubles en agua v se liberan del

producto encapsulade cuando estas se someten a ternperaturas por encima del
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punte de fusién de la grasa (Schrooyer, et al, 2001). Este tipo de encapsuladdn
tiene aplicaciones en arermas ¥ AE, productos de bollerfa, sopas deshidratadas y

alimentos conalto contenide en grasa,

2.2.2.4, Extrusion

La extrusidn come método de microencapsulacién fue patentada en 1957
por Swisher. La encapsulacidn de aromas por extrusidn se ha usado en voldtiles v
aromas inestables  uatilizando  principalmente  carbohidratos  come  matrices
(Reineccius, 1991; Elake, 1994; Beniczedi y Blake, 1999, Gurning et al., 1999; Qi v Xu,
1999, Benczedi ¥ Bouquerand, 2001), Este proceso involucra el pase de una
amulsidn del compuesto active v el material encapsulante a través de una cdmara a
alta presidn, La principal ventaja del métode de extrusidn es la estakilidad de los
arcomas frente a la oxidacidn, Las matrices de hidratos de carbono en estado
cristaline tienen buenas propiedades barrera por lo que son muy adecuadas para la
extrusidn de aromas v AE (Gouin, 2004). Sin embargo, la difusién se ve potenciada
en carbohidratos por defectos enlas paredes, capas finas, o poros formados durants
o despuds del procesado (Warnpler, 1992). Ests tipo de encapsulacién es dtil a

escala de laboratorio.
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4. INCLUSION MOLECULAR: CICLODEXTRINAS (CDs)

4.1 HistoRla v DEFINICION

Las ciclodextrinas (CDs) son azlcares dclicos naturales de seis (w-CDs),
siete (B-CDs) u ocho (-CDs) unidades de glucosa, unidas por enlaces o (1-4)
(Figura 1.4.1). Tarmbién son conocidas corno cicloarilosa, ciclemaltosas o dextrinas
de Schardinger (Villiers, 1891; Eastburn v Tao, 1994). Se obtiensn como resultado de
una reaccidn de transglicosilacidén intramolecular en la degradacidn del almidén,
levada a cabo por la enzitna dclodextrina glucanotransterasa (CGTasa) de Bacilius

macerans (Szetjili, 1998),
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Figum [4.1. Esfructura de o &y »CDs,

Fueron descubiertas en 1891 por Villiers, obteniende una pequefia cantidad
de dextrinas tras la digestidn del almddén por Bacillis anylobacter. La cantidad
obtenida fue aprodrmadarmente de 3 g/Kg de almidén. Tras pertnanecer unas
sernanas en alcchol se observd la presencia de cristales precipitados que respondfan
a la férmula de las CDs (C:Huw Oy 3 HaO. Probablemmente v de acuerdo con otros
autoras, Villiers observé que las CDs 22 produjeron por la contarninacidn de Bacilius
macerans (Villiers, 1891). En 1903, Schardinger fue capaz de aislar dos productos

cristalinos, dextrina A v dextrina B, que no terfan poder reductor, pero la cepa que
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los producla noe fue identificada, En 1904 Schardinger aisld un nueveo
tricroorganistne capaz de producir acetona y aleohel etilice a partir de azticar y
triaterial vegetal que contenfa almiddn (Eastburn v Tao, 1994). MMds tarde, en 1911,
deseribié que diche ricroorganistno, llarmade Bacilfus macerans, producfa grandes
cantidades de dextrinas cristalinas a partir del almiddn (25-20%). Schardinger
notmbrd sus productos cristalines comeo dextrina cristalina o v dextrina cristalina p.
La dextrina cristalina v no fue aislada hasta 1935, En 1942 se obeervd la estructura
de o ¥ B-CDs por cristalografia de rayos ¥, corroborande asi las estructuras
propuestas con anterioridad. En 1948, se eluddd la estructura de yv-CDs por rayos X
¥ e reconodd que las CDs pueden formar complejos de indusidn., Se observd que
todos los tipos de CDs tenfan estructura troncocdnica, debido a la conformacién en
forma de silla de las unidades de glucopirancsa, Orientados hada la boca ancha de
la estructura troncocénica se encuentran los —OH secundarios de los carbones Cay
Cy de cada unidad de glucosa; v hacia la beoca estrecha de la estructura se
enicuentran los —OH primarios de los C-6, quedando los grupes -CH2OH orientados
hacia la superficie externa del cono. Los hidrégencs de los carbonos mds apolares
de les azficares (C-3 v C-B) v el oxigeno de los enlaces glucosidices entre las
unidades de glucesa, quedan orientados hacia el interior de la estructura
troncocénica (Figura 1.4.2). La orientacidn espedfica de todeos estos grupos, da lugar
a una molécula cuya superfide externa ez hidrofilica, por lo que es soluble en agua,

¥ cuya cavidad interna es hidrofébica (Szejtli, 1985).

En 1950 dos grupeos de investigaderes, liderades por Cramer en 1954 y
French en 1957, emperaron a trabajar en la producddn enzimdtica de CDs,
fraccionando los cotnpuestos pures v caracterizando sus propiedades quimmicas y
fisicas. Frendh descubrid que existian otras CDe naturales, formadas por un ndmesro
mayor de unidades de glucosa, que en 1961 fueron denorninadas como &, -, & 7 1-
CDs (9-12 residuos) (Hirose v Yarmamots, 2001), mientras que el grupo de Cramer
se centrd en &l estudio de las propledades de los complejos de inclusidn formados
por las CDs. En 1953 Freudenberg v colaboraderes obtuvieron una patente, en la
que ge desarrollakban los aspectos mds importantes de la aplicacidn de las CDs en la
formulacién de drogas para su proteccién frente a la cxidacidn, aumento de la

solubilidad vy proteccién de compusstos voldtiles,
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La primmera revisidén de CDs fue publicada en 1957 por French v en ella se

hablaba, por primera vez, de la towicidad de las CDs. Esta fue seguida por la de

Caesar e 19658,
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Durants los 25 afios siguientas, se realizaron numeroses estudios sobre la

toxiddad de las CDs para &l use en humanos, En 1981 se celebrd 2l primer congreso

internacional de CDs, deddiendo organizar este evento cada dos afios,

42 PROFIEDADES

Hay tres tipos de CDs denorminadas de primera generacidn, parsntalss o

naturales: o-, B- ¥ v-CDs. p-CDs ez el tipo mds utilizado debido a su bajo coste. Las

prindpales caracteristicas de las CDs naturales se describen en la Tabla L4.1
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Tabla LA.1 Propiedades de las CDs,

Propiedades o-CDs B-CDs v-CDs
Mirmero de glucopiranosas & 7 8
Peso molecular 972 1125 1297
Solubilidad en agua a 25 =C (%) 14,5 1,85 23,2
(p/¥)
Didmetro exterior (Aj 14,6 15,4 17,5
Didmetro dea la cavidad(ﬁj 4755 6,0-56,5 7E5E3
altura de la cavidad (4) 7,9 7,9 7.9
Volumen de la cavidad{47) 174 262 477

A& partir de las CDs naturales se han sintetizade otres tipes de CDs
larnadas derivadas o medificadas, que son obtenidas por adlaciones,
esterificaciones o eterificaciones de los OH de los carbones primarios v secundarios

de las CDs naturales.

Dependiende del sustituyente adicionade, la solubilidad de las CDs
modificadas es diferente a las de su parental. Prdcticamente, todas las CDs
modificadas tienen cambios en el wolumen de su cavidad hidrofdbica v, estas

modificaciones pueden mejorar su selubilidad acuosa (Villiers, 1891,

La sintesiz de CDs modificadas requiere la seleccidn de reactivos,
optirrizacidén de las condicionss de reaccidn ¥ una buena separacidn de los
productos, Las B-CDs han sido modificadas con mds de 20 sustituyentes diferentes

an una regidn especifica de manera selectiva (Figura 1.4.3),
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.................................... CDOs Pal'enl‘ales

Modificacidn quirnica o
eNZIMATICE

CDs Modificadas

HT-p- CD's: hidrewipropil-p-Chs
HFE-B- CDs: hidroxetil-p-Chs
DIME-B- CDs; (Z6-dimetil]- p-CDs
TIME-B-CDs: (2. 3. 6-tritretil]- B-CDOs

Figura [.4.3 Tipos de OO modific adias,

Debide a su capacidad para unirse de forma especifica mediante enlace
covalente o no covalente a otras CDs, estos azficares ciclices se pueden utilizar
cotne blogues para la construccidn de complejos suprameleculares, Su hakdlidad
para formar complejes de indusién con moléculas huésped de cardcter orgdnico,
ofrece la posibilidad de desarrollar hiles supramnocleculares. Asf, se pueden
cotistrulr arquitecturas meleculares cormne catenanos, rotaxancos, polirrotaxanos y
tubos (Figura [4.4). Estos blogues de construacidn, que no se pusden obtener por
otros métodos, se ermnplean para la separacién de mezclas complejas de moléculas y

snantidmeros (Szetjili, 1998),
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Figura [4.4. Hilos supr ano leulares,

43, CoMSIDER ACIONES ToXICOLOGICAS

Los estudios de toxicidad han dermostrade que las CDs administradas por
via oral no son toxicas, dekido a su escaza o nula absorddn en el tracto
gastrointestinal (Irie vy Uskarma, 1997). Aderrds, una serie de ewvaluacionss de
seguridad han dermostrade que v, Zhidrexipropil-f-, sulfobutiléter-f-, sulfatada-p-
¥ maltesil-p-CDs son seguras, incluse administras de forma parenteral. Sin
embargo, otros estudios toxicolégicos revelan que las parentales o- v B-CDs v las
modificadas metil-p-CDs no deben de ser administradas por via parenteral (Martin

dal Valle, 2004).

43.1. o-CDs

Sorl bastante irritantes tras su aplicacidén intramuscular; se unen a algunos
lipides produciends irritacidn ocular v se absorben ertre el 2 v 3% tras su
administracidén via oral en ratas. Mo son metabelizadas en el tracto intestinal
superiot, pero sf son degradadas por la flora intestinal del ciege ¥ colen (Martin del

Valle, 2004).
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43.2. B-CDs

Son  menes  irritantes  que  las  o-CDs  cuande se  administran
intrarruscularmmente, Cuando se ingieren por via oral, éstas se unen al colestercl
absorbiéndose en el tracto gastrointestinal superior en cantidades muy pequefias (1-
2%). Al igual que en el caso de o-CDs no son tmetabolizadas en &l tracto intestinal
superiot, pero s son degradadas por las bacterias de ciego. Actualmente, son las
CDs mds comunes en formulaciones farmacéuticas ¥ por lo tanto, las CDs mejor
estudiadas en hurmanos. No es recomendable su aplicacidn en desis elevadas, ya
que al ser degradadas en el intestinoe grueso, fermentan dande lugar a la

produccidn de gas v diarrea (Martin del Valle, 2004),

453.3.v-CDs

De log tres tipos de CDs naturales, es para las que menes efectos adversos
g2 han descrito (Szente et al, 1998), por lo que son promovidas activaments como
aditive alimentaric por sus principales fabricantes, Provocan una irritacién
insignificante tras de su inyeccidén intramuscular, ¥ son rdpidamente v degradadas
a glucosa en el tracto intestinal superior por las enzimas intestinales (incluso a altas
dosis, por ejernplo, 10-20 g fegidia). No son absorbidas tras su administracidn por
via oral ¥ hay practicarmnente ausencia de metabeolisme despuss de su
administracién intravencsa. Su habilidad para formar complejos, en general, es
mmenor que p-CDs v sus medificadas. Con frecuencia, sus comnplejos tienen una
solubilidad lirnitada en soluciones acucsas, tendiendo a precipitar generando

soludones opalescentes [Szente ot al,, 1998).

4.4, FoRMaCIGN DE COMPLEJCS DE [N CLUSIGON

La caracteristica rnds notable de las CDs es su capacidad para formar
complejos  de  inclusidn con numercsos compuestos tanto orgdnicos como
inorgdnicos en sus diferentes estados de agregacidn, siempre que el compuesto que
g2 vaya a incluir tenga un tamafio compatible con las dimensiones de la cavidad
hidrefdbica de la CDs (Villiers, 1891), Adernds, la formacién del complejo se ve

favorecida por las caracteristicas de polaridad de la moléoula hudsped, aungue son
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muchos los autores que especulan que los factores decisivos en la formacién del
complejo son mds bien geométricos que quimices (Muficz-Botella et al,, 1995),
Puede afirmarse que el procese de inclusién transcurre gradas a la interaccién -
snergaticamente favorable- entre la molécula huésped, relativamente apolar, ¥ la

cavidad hidrefébica —imperfectarmente solvatada- de las CDs,

Para que se forme & complejo de inclusidén, ha de produdrse una
interaccidn entre la molécula hudsped v la CD, que generalmente se califica cotro
“interaccidn hidrefébica®, dada la naturaleza de las fuerzas que conducen a la
formacidn del complejo, que va acompafiada por un cambio favorable en el valor de
la entalpda v, generalmente desfaverable en el de entropia, Para explicar ests
carnkio considerable de la entalpia, se argumentan diferentes razenes (Szetjli, 1993),
entra lag que se incluyer: 1) interacciones de tipo Van der Waals entre melécula
hugsped v CD, ¢} formacién de puentes de hidrdgeno entre la molécula huésped v
los grupos hidroxilo de la CD, ) pérdida de energfa debida a las meléculas de
agua alejadas en el interior de la cavidad de la CD, dp) relajacién de la energfa de
tensién del anillo de la macremelécula de CD e v) interacciones polares; de modo
que la variadén de la energia libre total del sisterma (AG1) serfa la suma de todas las

contribuciones individuales [Z(AG) ] (Schneiderman v Staloup, 2000).

Los estudios scbre la naturaleza de estos enlaces con meléculas huésped
seleccionadas, han pueste de manifieste la importancia de cada una de las fuerzas
implicadas en el proceso de indusién (Schneidermman vy Staleup, 2000). La
cotnparacidén de la magnitud de cada una de las fuerzas implicadas demuestra que
para un huésped apolar, las interacciones 4, #, ¥ @, son las mds significativas. En
cualquier caso, la importanda de cada una de las fuerzas va a depender de las
caracteristicas de la molécula huésped asi como de la CD, ya que adermds de fuerzas
de enlace parece ser que la pérdida de la estructura del agua alrededor de la
trolécula hudsped (apolar), proceso intimamernte relacionado con las interacdoneas
apolares o hidrofdbicas, asi como la restriccidn en la liberaddn de movirmiento de la
molécula hudsped en solucidén, ejercen en conjunte una cierta influsncia en la

formacidn del complejo de indusidn,

Estas interaccionss hidrofdbicas son relativamente débiles, va que las
fuerzas implicadas en la formacidn de los complejos son interacdones de tipo Van
der Waals e interacdones dipelo-dipole. Asi, =i & compara la energia necesaria

para la formacidén de un enlace covalente (10? kcalfmol) con la necesaria para
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sstablacer un enlace por puente de hidrégeno (10 kaalfmel) 7 la imnprescindible para
las interacdones peor fusrzas de Van der Waals (1 kealfmol), se deduce que estas
interacciones son las mds débiles v en muchos casos, no permiten la formacién de

urn cotnplejo estakle,

Sin embargo, si la moeléeula apolar adopta o posee una disposicidn espacial
especifica, cuyo radic de Van der Waals sea compatible con el tamafio de la cavidad
de la CD, pusden establecer estas interacdones hidrefébicas v las especies se
incluyen dando lugar a un complejo cuya estabilidad puede ser, en muches casos,
sermejants a la que resultaria de una unidn aovalente, Los complejos mds estables se
forman en el caso de meléculas hidrefdbicas que ne son capaces de formar enlaces
por puente de hidrégeno, por gjemple bencene. La estabilidad del complejo es
proporcional al cardcter hidrotdbice de log sustituyentes sobre la molécula base,
Asf, los sustituyentes metile ¢ etilo incrementan la estabilidad de los complejos,

trientras que los hidrexilos la dismninuyen al igual que los grupes ionizables,

S en una molécula se dan todas estas caracteristicas geornétricas, quitricas,
sstéricas v energéticas favorables para la inclusidn, entonces se inidard el proceso

de fermacidn del complejo.

De todo lo expuesto, se desprende que <l ajuste de la molécula de sustrate a
la cavidad de la CDs ez un procese decisive v en clerta medida independients del
cardcter de la moléeula huédsped (Loftsson y Brewster, 199€). Sin embargo, esta
independencia es relativa debido a que para la formacidn del comnplejo es necesaria
la deshidratacidn total o pardal del sustrato, seguida de la rehidratacién que se
produce tras &l proceso de incorporacidn, siendo estos proceses caracteristicas de

los sustratos.

La unidn resultante entre la CD y la melécula hudsped no es fija o
pertmanante, sine que &5 un equilibrio dindrice gobernado por una constante, cuya
fuerza depende del tamafio relative de la tolédcula complejada v de las

interacciones establecidas entre la CDs v la melécula complejada (Figura 14.5).
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Analitn CDs Axalito-CDs

Figura L4 5. Formacion del comeplefo midsped-CDs,

Los complejos de inclusidén se pueden formar en estado cristaline o en
disolucién, siendo el agua €l disolvente mds utilizado en este case. La formacdén de
cotnplejos de indusién se pueds llevar a cakbo en un sistemna de co-sclventes ¥ en

presencia de cualquier disclvente no acuoso.

La inclusién en CDs puedse cambiar las propiedades fizico-quirmicas de la
moelécula complejada (Schmid, 1989). Algunas de las propiedades que pusden ser
modificadas por efecto de la complejadén son: solubilidad acuocsa de moléculas
insclubles, estakilidad de las moléculas frente a los efectos de degradacidn del
oxlgeno, luz visible o ultravioleta ¥ caler, wolatilidad ¥ sublimacidn, aislarmniento
tisico de los compuestes incormnpatibles, movilidad cromate grdfica, olores v sabores,
En este sentide, las CDs han sido aplicadas con éwito en diferentes carnpos:
alimentaddn (Fujishima et al, 2001), farmacia (Bhardwaj et al, 2000), cosrmnética
(Holland et al., 1999, proteccidn del medic armbiente (Bhardwaj et al, 2000),

bicconversidn (Dufosse et al., 1999), envasado e industria textil (Hedges, 1998).

La lista de moléculas susceptibles de ser encapsuladas en CDs es muy
variada e incluye compuestos de diferente naturaleza: hidrocarburos alifdticos de
cadena lineal o ramificada, aldehides, cetonas, alcoheles, dcidos orgdnicos, dddes
grasos, cotnpuestos arotndticos, gases vy compuestos polares tales  corno

halégenades, oxideidos v aminas (Schrmnid, 1989).

IMentras que la altura de la cavidad hidrofébica es la misma para los tres
tipos de CDs nativas, €l nimero de unidades de glucosas de cada una de ellas
determina el didmetre interior de la cavidad v su volumen (Figura 14.6). En base a
sstas dirnensiones, las o-CDs pueden complejar moléculas de bajo peso molecular o

compuestos con cadenas laterales de hidrocarbures alifdtices; las p-CDe pueden
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complejar meléculas arorrdticas ¥ heterocidoes; v las y-CDs pusden acomodar
moléculas mds grandes, tales como macrociclos v estercides (Martin del Valle,
2004). El equilibric inidal para formar el compleje es muy rdpide (a menude en
cuestidn de rminutes), sin embargo, el equilibric final pusde dilatarse mds en &l
tismpo, Por otra parte, la disodacidén del complejo de inclusidn es un proceso
relativamente rdpido, generalmente impulsade por un gran auments en el ndmero
de moléculas de agua en el medio ambiente circundante, En discluciones poco
concentradas resulta diffeil que la moléeula huéspead encuentrs la CD, guedande

libre en &l medio acuoso,

G0assh FEaBs
- - >

Figura Ld.6. Dignetro exderno e inferno de las diferentes CDs,

44.1. Equilibrio de los complejos de inclusion

El estudic de la estabilidad de los complejos de indusién a través del
calculo de la constante que gebierna el equilibrio (constante de complejadén, Ko es
muy importante, La mavyorfa de los métodos utilizades para determinar el valer de
K se basan en los cambios producides en las propledades fisico-quitnicas de la
molécula complejadar solubilidad en agua (Higuchi y Cennors, 1968); absortividad
melar UV-VIS (Sigurdardottir ¥ Loftssor, 1995; Hussain et al, 1993); oxidacién
enzimdtica (MNafiez-Delicade et al,, 199%); reactividad qufmica (Loftsson, 1995,

Masson et al, 1993); flucrescenda (Mufioz de la Pefla et al, 2007), resonanda
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magnética nuclear (Harabagiu et al, 2004); pKa de grupos funcionales; cambios
calorimétricos (Uekama, 1979); descense del punto de congelacién (Suzuld et al,
1993) v cambios en los tiempos de retencidn cromatogrifica (Lépez-Nicolds, et al,,

2008).

El equilibric dindrnico de la formaddn de complejos de indusién puede ser

representade como:

S+ CDs«* 35— CDs

La constante de equilibrio o constante de complejacién (Ke) que deterrnina
la estabilidad de los complejos formados puede ser descrita cuantitativaments

trediante la siguiente expresién:

_ S-CDs
“ " Islleps .

donde 5 CDs representa la concentracién de sustrato complejads con CDs,

[1.4.1]

trientras que [CDs]u ¥ [S)urepresentan respectivarnente la concentracién de CDs y
sustrato libre en &l equilibric. Cuanto mmayor sea el valor numérico de Ke tmds
astable zerd el complsjo formade. Este walor depende del pH del medio, de la

ternperatura, fuerza idnica del medio ¥ del solvents en el que se encuentre.

45 METODOS DE PREPARACION DE COMPLE]GS

4.5.1. Soluciéon dinamica

En forma cristalina, solo las moléculas que se encuentran en la superfide de
los cristales de CDs estdn disponibles para la formacidn de complejos. Sin embargo,
en diselucién, hay mds meléculas de CDs disponibles para este fin, Por otra parte,
al aumentar la termperatura del disolvente, aumenta tanto la solubilidad de la CDs
come la del analite, aumentande por tanto, la prebabilidad de formar complejos.
For este miotive, la complejaddn se produce mids rdpidarments cuande CDs v analito

estdn en disolucidn o en forrna de particulas finas dispersas.
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4511, Efecto de latemperatura

La termperatura gjerce mas de un efecto sobre la formacidn de complejos
con CDs. Al aalentar la disolucién puede aumentar la solubilidad del complejo,
pero al mistno tietmpe, éste se pusde desestabilizar, por lo que estos efectos deben
estar en equilibric. La estabilidad térmmica del complejo varfa dependiends del
analite, pero la mayorfa de les complejos empiezan a desnaturalizarse a partir de
BO-60 ®C. Hay alpunos complejos que son estables a temperaturas rmds altas,

especialimente si el analito estd fuertermente ligade o el complejo es muy inscluble,

4.5,1.2 Empleo de disolpentes

El agua es el disolvente mds ampliamente utilizade para llevar a cabo la
formaddén de complejos de inclusidn, Cuante mds solubles sean las CDs en el
disolvents, mds moléculas habrd disponibles para la formacién de los complejos. El
analito debe ser capaz de desplazar al disolvente que ocupa la cavidad hidrofébica

de la CD, siendo el agua el mds fdeil de desplazar,

Mo todos los analitos son fdcilmente solubles en agua, haciendo que la
complejacidn sea muy lenta o, imposible en algunos cases. Por tanto, para
congseguir la formacidn de complejos se puede utilizar disclventes orgdnicos para
golubilizar previamente la molécula a complejar. El diselvente que se utilice debe

de ser tdcil de elirninar por evaporaddn, por gjermnple etanel y dter dietilico,

4.5.1.3. Efecto del agua

Cuando la cantidad de agua aurmenta, también lo hace la solubilidad de
CDs y analito, de mode que la complejacién se produce con mavor facilidad, Sin
embargo, cunande la cantidad de agua es muy alta, las CDs y el analito pueden estar
tan diluides que no se ponen en contacto con la misma fadlidad que lo heorfan en
una solucidon mds concentrada, FPor lo tanto, es conveniente mantener la cantidad de
agua lo suficientermente baja para garantizar que la fortnacidén de complejos se

produce a un ritrne adecuade.

Alguncs compuestos de elevado peso molecular, come los acsites tiensn
una tendencia a asociarse entre ellos para formar micelas en lugar de interactuar
con CDe. En tal caso, utilizar méds agua v una buena mezcla permite una mejor

dispersidrn, dando lugar a la separacién y aislarmients de las meléculas del aceits,
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4.5,1.4, Analitos voldtiles

Los analitos woldtiles pueden sufrir mermnas durante la formacidn de
cotnplejos, espedalmente si se utiliza calor, Este inconvenients, se puede solventar
trediante el emples de un reactor sellade o bien, aprovechando el reflujo de las

tnoléculas voldtiles al volver al redpiente de mezcla,

4.5.2. Co-precipitacion

Las CDs se disuelven en agua caliente v el analite s afiade a la mezcla en
agitacién, La concentracién de B-CDs puede ser del 20% si el analito tolera
temperaturas altas. 5 la concentracién que se elige de CDs es muy alta, la
solubilidad de los complejes disrninuird a medida gue avanza la reaccidn v
disminuye la ternperatura. En rmuches casos, la solucidn de CDs y analite se debe

enfriar mientras se agita para que se produzea la precipitacidn de los complejos.

El predpitado se pusde separar por decantaddn, centrifugacidn o filtracién
¥ e puede limpiar con una pequefia cantidad de agua o algln otre solvente
miscible, como  alcohol etilico, metanol o acetona. El lavade con disclventes
organicos pusde perjudicar alpunos cormplejos, por 1o que se debe probar con

anterioridad.

La principal desventaja de este método reside en la expansidn masiva
debido a la baja solubkilidad de las CDs, por lo que se deben utilizar grandes
vollmeness de agua. La capacidad del depdeito, el tiempo v la energfa para calentar
v refrigerar las muestras pueden convertirse en factores limitantes, debido al alto
coste del proceso. El tratarniento v eliminacidn del agua tras recoger los complejos,
también puede ser motivo de preccupacién debido al coste de las operaciones ¥ las
posibles repercusiones medicambientales, Esto se puede sclucionar en muches

casos con el reciclaje del agua (Loftssen etal, 1993; Fitha etal., 1992,

Los analitos ionizados suslen formar complejos mds estables con las CDs
que sus respectivos no ionizades, por tante, la complejacién de analitos bdsicos se
pusde mmejorar mediante la aplicacidén de amoniaco a los medics acucsos de
complejacidn. Por gjernplo, la sclubilidad de pancratistatina con HP-B-CDs se

optitrizd tras la adiccidn de hidréwide de ameonio [Torres-Labandeira et al., 1990).



[ INTRODUCCIGN 113

45.3. Complejacién por método “slurry”

En este case, no es necesario disolver las CDs por completo para formar los
cotnplejos. La cantidad de CDs gue se puede afiadir al agua  alcanza
concentraciones en tortio al B0-80% de sdlidos solubles, que deben de estar en
agitacién continua para obtener una solucidn acuosa saturada de CDs. La molécula
huésped es complejada por las CDs ensolucién v, cuande el complejo satura la fase
acuosa, cristaliza o precipita pudiendo recoger los precipitados cotmne se describe an

gl métode de co-predpitacidn,

El tiempo requeride para que se produzea la formadén de los complejos es
variable v depende del analite que se quisra complejar, por lo gue deben realizarse
ensayos para deterrminar el tiempo que se necesita para que se formen los

cotniplejos. En general, este tipo de complejacién se realiza a ternperatura armbiente,

45.4. Complejacién en pasta

En este método se afiade una pequefia cantidad de agua para formar una
pasta con CDs. La mezda se realiza en un mortero o bien una amasadora cuando se
quiers trakajar a gran escala. El tlempe de formadén de los complejos depende del

analito a complejar.

El complejo resultante se puede secar directarmnente o lavarse con una
pequefia cantidad de agua v recoger los complejos por filtracién o centrifugacidn, A
vaces ge seca formande una masa dura en lugar de un pelve fino, Esto depende del
analite v de la cantidad de agua utilizada en la pasta. En general, la masa dura se
puede secar completaments v se muele para obtener los complejos en forma de

polve,

45.5. Mezcla hiimeda v calefacciéon

En ests método se afiade poco o nada de agua. La cantidad de agua para
hidratar las CD= v €l analite pusde variar entre un 20-25% o también s& pusde hacar
totalmente en seco. El analite v las CDe se mezdan bien v se colocan en un
recipiente cerrado. Este recipiente, cerrade herméticamente, se calienta a unos 100
'C ¥ luego se secan los complejos. La cantidad de agua afiadida, el grade de mezda

v al tiempo de calentamiento deben ser optimizados previaments para cada analito,
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4.5.6. Matodo de extrusion

La extrusidn es un métode que combina el mezclado ¥ 2l calentarmiento,
CDe, analite v agua pueden ser mezclados antes de ser introducides en la
extrusora. El grade de mezcla, la cantidad de calentamiento y el tiempe, son
variables que puede ser contrelades. Dependiendo de la cantidad de agua, los
cotnplejos de extrusidn pueden ser secados a tmedida que se enfrian o bien, pueden

gecarse an un horno,

El métede de extrusién tiene la ventaja de ser un proceso continuo ¥ que
utiliza muy poca agua, Une de los problemas que presenta este métode es debide al

calor generado, va gue puede afectar al analite que se va a complejar,

4.5.7. Mezcla en seco

Algunos analitos pueden ser complejados simplements al mezdarlos con
las CDs, Esto se suele dar con aceites o analitos lquidos, La cantidad que se puede
mezclar o el tiampo que se necesita varia dependiende deal analito, En general, ests
métode se realiza a temperatura ambiente, Su prindpal ventaja es que no es
necesario agregar agua, a menos que se utilice una etapa de lavade. Entre sus
desventajas destaca el riesgoe de aglomeracidn al trabajar a gran escala dands lugar
a que la rmezcla entre el analito ¥ las CDs no sea hotnogénea, provocande que la

formacidn de los complejos ne sea completa,

4.6, METODOS DE SECADC DE LS COMPLEIOS FORMADCS

Loz complejos pusden secarse en un horno, un secador de lache fluido u
otrog tipos de secadores, Hay que tener especial cuidado con los complejos durants

el proceso de secado para que la temperatura no afects al analite,

4.6.1. Analites altamente volatiles

Para secar comnplejos de analitos con una termperatura de ebullicidn inferior

a 100 V2, se deben utilizar termperaturas bajas para evitar pérdidas de analito,
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46.2. Secado por atomizacion

Los complejos también pueden ser secados por aspersidn, La precipitacién
debe de ser contrelada con 2l fin de evitar que las partfculas que son dermasiade
grandes bloqueen el dispeositive de vaporizacién o la boquilla, Cuando los analitos
son woldtiles, algunas condiciones por secade de atornizacidn deben de ser

modificadas con el fin de minimizar lo mdxitno posible las pérdidas,

46.3. Secado a baja temperatura

Se pusde utilizar un liofilizador para secar los complejes. La kaja
tetnperatura reduce rmuche la pérdida de analites wvoldtiles. El secado por
congelacidén es muy (til para analitos sensibles al calor v para complejos solubles

cotro son los hidroxiprepilados.

4.7 LIBER aCIm

Una vez que los complejos estdn formados v han side secades, son muy
estables, alargande la vida del analito a temperatura ambiente v en condidones de

kaja humedad.

Cuando los complejos se disuelven en agua se produce la liberacidén
cottrolada de analito, En pritner lugar se disuelve &l compleje v seguidaments se
libera analito hasta su litnite de solubilidad en agua, ccupando las meléculas de
agua su lugaren la cavidad interna de las CDs y establecidndese un equilibric entre

analito libre y complejade.

Cuando log complejos estdn formados per diferentes analitos no se van a
liberar al medio en la misma proporcidn, ya que cada une de ellos tiens diferante

limite de solubilidad en agua v siempre se tisne que cumplir un equilibric,
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48 METCODCS FaRa La DETECCION DE La FORMACION DE LS COMPLE]OS DE
INcLusoN con CDs

La formacidn de complejos de inclusién pusede detectarse por métodos
mmuy diversos, gracias a las moedificaciones que se producen en las
propiedades de la molécula complejada. Estas modificaciones pueden ser
fisicas (sclubilidad, tensidn superficial); quimicas (reactividad, variaciones en
gl walor de las constantes de ionizacidén acide-base) o espectroscdpicas, tanto
modificaciones cualitativas (posicidn de los manimos) como cuantitativas
ivariaciones en el coeficiente de absorcidn molar o en la intensidad de
flucrescencia) de los parametros espectrales. Los métodos espectroscdpicos
son los mas adecuados para la deteccidén de estos complejos en disolucién,
teniendo en cuenta que la naturaleza de las fuerzas imgplicadas en su

formacidn son deébiles (Martin, 1985,

4.8.1. Métodos de deteccion de complejos sélidos

£.8.1.1. Difraccion de rayos-X

Constituye la metodelogia mas apropiada para realizar el analisis de la
astructura cristalina del complejo (Saenger, 1984), Estas técnicas no son {tiles
en analisis de rutina, debide alas dificultades que entrafia la preparacidn de la
tnuestra v ala infraestructura necesaria para realizar los andlisis. No obstante,
los diagrarnas de difraccién son una prueba concluyente para demeostrar la
inclusién, ya que &l difractograma del complejo es diferente al que se obtiene
tras superponer los difractogramas de la molécula encapsulada v el de las CDs

aisladas.

4,812, Espectroscopia de resonancia magnética nuclar

La espectroscopia de RMN de YC aplicada a sélidos, s una téenica
que permite &l estudic de las propiedades dindmicas de los complejos de
inclusidn en estado sélide (Saitd et al, 19837, a diferencia de la difractometria
de rayos-® que suministra informacién de las propiedades estaticas. Las

variaciones en el valor del desplazamiento quimice para les dtomes Ciy Cade
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la CDs se relacienan con los cambios de conformacién que se producen

debide a la fermacién de complejos de inclusién (Inane et al,, 1936).

4.8.1.3. Espectroscopia de absorcidn infrarroja

En el espectro de absorcidn (IR), se pueden apreciar desplazamisntos
de aproximadatmente 40 em en las bandas de absorcidn de las moléculas
huéspedes, tras la formacién del complejo de inclusién. Por ejermplo, las
bandas de tensidn correspondientes a la absorcidn del carbonile ¥ a los -OH,
ge desplazan debido a que en la formacién de complejos de inclusién se
rompen los puentes de hidrégeno intermeleculares, v las meléculas quedan
aisladas en el interier de la cavidad, Estos hechos se han demeostrade para el
acido benzoico v el acido salicllice (Nakai et al., 1980). Mo cobstante, la
espectroscopia IR neo constituye una prueba concluyente en si misma ya que
tmuchas de las alteraciones espectrales quedan enrnascaradas por el espectro

de absorcidn IR de las CDs.

4,%.1.4, Espectroscopia Faman

Esta técnica es complementaria del IR v la informacidén que aporta es
semejante. Las bandas se desplazan y se modifican come consecuencia del
procese de inclusién, Probablements, la espectroscopia Rarman resulta de
mayor utilidad en el caso de complejos en medios liguidos, donde la
presencia de scluciones acucsas no supons un obstaculo, come ocurre en el

caso de la espectroscopia [R (Rao et al., 2008).

4,8,1.5 Métodos trmicos

Las distintas técnicas que se engloban baje el nombre de métedos
térmicos soen muy apropiadas para la investigacién de complejos de inclusidn
en estado sélido, o bien de complejos formados en medios liquides pero
aislades v cristalizados para hacer posible su estudio, Los métodos térmicos
mas utilizados son: calorimetria diferencial de barrido {DSC), analisis térmico
diferencial (DTA), termogravimetria (TG) v termogravimetria diferencial

(OTGL).

Cuando se produce la inclusidn en la CD, &l punto de fusidén o

sbullicidén de la molécula encapsulada se desplaza a temperaturas mds
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slevadas, pudiendo desaparecer ¢ bien, quedar enmascarade en torno a la
temperatura de descompesicidn de las CDs (300 °C), Este desplazamiento
implica una mejora en las caracteristicas de estabilidad de numercsos
principios actives, especialmente en el case de aceitss v lquides volatiles

{Uskatma, 1979).

4.5.2. Métodos de deteccion de complejos en solucidn

La mayoria de los métodos permiten la caracterizacidn del complejo
mediante el caleulo de su estequicmetr{a ¥ sus constantes de asociacidn, En
general puede hablarse de estequiometria 111 para la mavoria de los complejos
con CDs. Sin embargo, si la melécula hudsped es demasiade grande para el
tamafio de la cavidad, pueden producirse ascciaciones de dos moléculas de
CDs por cada melécula hudsped. Si por el contraric la cavidad ez lo
suficienternente grande como para alojar a dos moléculas huésped, la
estequiotnetria anteriormente citada se invierte, El caleulo de la constante de
asociacién que define la estabilidad del complejo, puede llevarse a cabo en
virtud de la variacién de alguna de las propiedades fisicas o quimicas de la
molécula  huésped al producirse la  inclusidén. Esta wvariacidn puede
relacionarse con la concentracidn de CDs, lo que permite el calcule de la

constante de estakilidad,

4,8.2.1. Método de parigeidn de iz solubilidad

Debido a que las molédculas quedan “envueltas” por las CDs que son
hidrosolubles, se puede observar un increments notable en la solubilidad de
compuestos débilmente hidrosolubles, Aunque por regla general, el complejo
=5 menos hidrosoluble que la CD sola, la selubilidad en agua de las moléculas
hidrofébicas se ve siempre notablemente mejorada v puede incrementarse
desde un 10%, en &l peor de casos, hasta un 300% para los complejos mas

hidrosolubles (Lath, 1964),

La elaboracién de diagrarmas de fases sirve para caleular la Ke v consiste en
la saturacidén de analito de discludones acuocsas con concentraciories crecientes de
CDs. Estas disoluciones se mantiensen a ternperatura constants, hasta alcanzar &l

squilibrio ¥ posteriormente son filtradas para eliminar el analito no disuelto, S
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cuantifica la cantidad de analito presente en el filtrado de cada discludén y se
represanta frente a la concentracién de CDs usada en cada case (Higuchi y

Conners, 1965) (Figura 14.7).

Se han deserito diferentes tipes de diagrarmas de fases (Higuchi v Connors,
1965), que se pueden agrupar en dos categorias, tipo A ¥ tipe B, que a su vez se
dividirdn en otros subgrupes. En general, en los diagramas tipo 4, el complejo
formade tiene un lirnite de solubilidad muy alto ¥ no precipita, misntras que los de
tipo B describen la formacién de un complejo poco soluble que predpita en las
condicionss del experimento. Losg diagramas tipo B se subdividen en dos grupos:
tipo Bs, que indica la presenda de complejos con una solubilidad limitada v tipo B,
que indica la presencia de complejos totalments insolubles. Los diagramas tipo A se
subdividen en tres grupos: tipe A, la selubilidad del complejo aumenta de forma
lineal conforme aumenta la concentraddn de CDs, tipo A, isoterma de desviacién

positiva y tipo Awisoterma de desviacidn negativa (Figura 1.4.7).

Loz diagramas de tipo Av son de primher orden con respects a la
concentracidn de CDe (L) v pueden ser de primer orden o superior con respecte ala
concentracién de analite (5); por gjemplo: 5L, SiL, S:L, ..., 5wl 3 la pendiente del
sisterra tipe Aues mayor que uno, indica que los complejos son de orden superior a
uno para el analite, Una pendiente menor de une ne excluye necesariamente los
cotnplejos de orden superior, sine que se supone gue los complejos son Ll en
ausencia de otra informmacién. El tipo Ar sugiere la formacién de complejos de
orden superior a uno respecto a las CDs, es decir, SLi, SLs, .., 5SLa. La
estequiometria del tipo Ar se puede caloular al ajustar las curvas. Los diagramas de

tipo Awson sisternas dificiles de interpretar,
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A

Analito disuelto
(M)

2

Concentracion ciclodextrin as (M)

Figura 14.7. Tipos de dagramas de fases con CDs.

& menude, las B-CDs, suslen presentar diagrarmas de fase tipe B, forman
complejos inselubles, mientras que las CDs medificadas presentan diagramas de

fases tipo A, va que forman complejos altamente solubles,

Estos sistemnas de diagrarma de fases, no sole permiten una evaluaddn
cualitativa de los complejos de indusidn, sino que tambidn permiten calcular la Ke.
Para complejos con estequicmetria 11, la solubilidad del complejo se pusde

repre sentar ooimo:

S, =5, +[s-cD] [1.4.2]

donde S es la solubilidad acuosa del analito en el medio de cormnplejacidn.

En este caso, la Ke puede ser calculada mediante la siguients ecuacidn:

3 Pendiente
k 5,1 — Pendiente)

[1.4.3]

donde la pendiente de la recta siemmpre serd menor que la unidad. La Kec para la

formacidn de complejos [Smla] pusde ser representada por:
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[5] =S, +ms_— L] [1.4.4]

[LL = [L] + n'[SHm - Ln] [1.4.5]
Por otro lado, los valores de [SmLa], [Su] 7 [L] pueden ser obtenidos con las

siguientes ecuaciones:

5]=5, [L46]
5,0, =SS g
[Z]=[L], -A[s, L] [L49]

donde Sees el producte de solubilidad de Su (en ausencia de CDg), [5] esla
concentracidn total de Su (complejade ¥ no complejade) v [L]: es la concentracidn

total de Chs.

4,8 2.2, Mélodos ciméticos

Las ©CDs aceleran determinadas reacciones gracias a un efecto
catal{tico (Breslow et al, 1980, Sojo et al, 1999, aunque a wveces pueden
ralentizarlas al proteger a los sustratos de especies reactivas externas tales
como oxigeno (Uekarna et al 1983, Naifiez-Delicado et al.,, 1999, Lucas-Abelldn ot
al., 20081) v luz ambiental |Uekarna et al.,, 1978), debide a la formacién de
complejos de inclusién. En resumen, podemos decir que modifican la

constante de velocidad de reaccidn.

Sirepresentamos el proceso de inclusidén v de reaccidn de acuerdeo con

el siguients esquermna:

S+CDs - 5-CDs » P+ CDs

al incremento o el descenso de la velocidad de reaccidén, sera indicativo
de la formacién del complejo de inclusién. Aplicando una metodologia
analoga ala de la cinética de Michaslis-Menten, puede calcularse la constante
de formacién del complejo Keo Este wvalor puede determinarse igualmente

mediants las representaciones graficas de Linewsaver-Burk, Los métedos
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cindticos permiten el caleulo de las constantes de formacién del complejo en
gl case de meléculas quimicaments labiles a las que no se les pueden aplicar

otras metodologias (Uekama et al,, 1978a).

4,8.2.32, Métodos instrumentalss

Con el rapide v creciente desarrollo que las técnicas instrurnentales
han experimentade en los dltimos afios, constituyen la metodelogla mds
utilizada para la deteccidn de complejos de inclusidn as{ come para el calculo
de las constantes de asociacidon de los mismos, abarcando desde las mas
vargatiles v mds utilizadas, como la espectroscopia de absorcidén UV-VIS5,

hasta las mas sefisticadas como la de resenancia magnética nuclear.

4.8.2.3.1 Espectroscopia de absorcidn UV-VIS

Constituye, junto con el dicrofsmeo creular (DC), una de las técnicas
instrumentales mas utilizadas en la deteccidn de complejos de inclusidn con
CDs. Su utilidad reside en el heche de que es una técnica versatil, de muy
sencille marnejo, al tiempo que precisa, por lo que proporciona datos de gran
tiakilidad en el calculo de la Ke Es una técnica de amplia aplicacién ya que la
mayoria de las moléculas organicas absorben en la regidn UV o visible del
aspectro, experitnentande variaciones en las posiciones de los maximos de
absorcidn (cualitativas) o en el walor del coeficients de absorcidn molar
fcuantitativas), tras la formacidn del complejo con CDs. Asimismo, ha de
considerarse que numerosas moléculas orgdnicas son débilmente solubles en
agua, por lo cual, al no dar lugar a scluciones homogéneas, son diffcilmente
analizables por esta espectrofotometria. 5in embargo, la inclusidn conlleva la
solubilizacidn, lo cual permite obtener el espectro de absorcidn en solucién
acuosa, pudiéndose producir variaciones en su espectro comparables a las
que se obzervarian al disolver la molécula en solventes de baja polaridad, con

respects a otros selventes mas pelares (Basan, 2001),

Debido a la formacién del complejo, los desplazamientos de los
mmaximes de absorcidn son semsjantes a los cbservados al transferir la
tmelécula de un solvente de mayor pelaridad, a otro de menor polaridad y
pueden explicarse por la proteccidn parcial que proporciona la cavidad de la

CD a los electrones excitables.
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48,232, Espectroscopia de luminiscencia

Las espectroscopias de luminiscencia melecular, en sus vertientes de
flucrirmnetria v fosforitnetria (Benesi y Hildebrand, 1949 Scatchard, 1949), son
técnicas de gran utilidad en el estudic de los complejos de inclusidn,
fundamentalmente debido a su extrema sensibilidad. Esta caracteristica, las
hace apropiadas para estudiar los cambios conformacionales que 22 producen
et las moléculas al pasar del estado fundamental al excitado, asf{ cormo para

profundizar en la geornetria de los complejos de inclusidn.

La deteccidn del complejo puede establecerse en funcién de les
cambics espectrales observadoes, tanto en el espectre de excitacién como en <l
de emisién, en la mejora o incremento de la intensidad de la luminiscencia, <l
rendimiente cudntico, las variaciones en los tiempos de vida de los estados
excitados, la imposibilidad o mejora en los proceses de formacién de
excimeros, asi como por las modificaciones cuantitativas acasecidas en los

procesos de amortiguacidn de flucrescancia y transferencia de energfa,

Si bien el emplec de CDs ha permitide observar fosforescencia a
temperatura ambiente, lo cual conlleva un cambio cualitative o cuantitative
muy importante (Hurtubise, 1990), la espectroflucrimetria se utiliza con mayor
frecuencia en la deteccidn de complejos de inclusién debido a su sensibilidad
v mayor versatilidad, por lo que en general hablaremos de mejora en la
Huorescencia v de determinaciones espectroflucrimétricas, mads gque de

aspectrofosforimetria,

4.8,2.3.3, Dicrofsme circular

El dicrofsme circular permite la deteccidn de complejos de inclusién con
CDs en solucidn acucsa. La formacidn de complejes de inclusién induce
actividad dptica en comypuestos gue ne la peosesn, debido al proceso de
inclusién en sf v a los cambios conformacionales que se producen en la cavidad
de la CD. El signo de la actividad rotatoria o efecte Cotton inducide, depende
de la relacidn espacial entre el centro de sitmetria v el croméfore perturbade. La

intensidad del efects depende de la rigidez del complejo formade.
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4,8.2.3.4, Espectroscopia de resonancia magndtica nuclear

La espectroscopia  de  resonancia  magnética nuclear  (RMIN),
proporciona informacidn muy valiosa acerca de la formacién de complejos de
inclusién con CDs, debido a que el estudio de los espectros de RMWN permite
esclarecer las relaciones geornétricas v la disposicidn de la molécula huésped
en el interior de la cavidad de las CDs, asi como las caracteristicas dinamicas
de los complejos en solucidn acuosa, a partir de las variaciones en el valor del
desplazamiento quimico v de las constantes de acoplamiento (Harabagiu et al,

2004,

Aungue se pueden realizar distintos tipes de RMMN, los mas
difundides son de BN, 'H v UC, La 'H-RMN perrmite la obtencidn de espectros
an solucidn acuocsa deuterada, Puesto que la mavoria de les complejos con
CDs se estudian en agua, &3 la mds aplicada. Sin embargo, por regla general,
los complejos con CDs presentan una selubilidad en DO muy baja, lo que
dificulta la obtencidén de los rmismos al tener que trabajar a bajas
concentraciones de CDs, Por &l contrario, la BC-RIMN permite la obtencidn de
los espectros en agua donde la solubilidad es mavyor, pero dado que es menos
sensible, necesitan emplearse concentracionses mas elevadas de CDs v
complejo.

El emplec de otros disclventes organicos deuterades puede alterar v
descompeoner el compleje. El DMSO o el dicwane, parecen ser los mas
apropiados debido a su elevada polaridad, a la vez que contribuyen a

tnantener la estabilidad del complejo.

La deteccidn de complejos de inclusidn mediante esta técnica, se basa
en lag variacionss en el valor del desplazamiente quimico de los protones (&)

de las CDs o dela moelécula complejada.

4.8.2.3.5. Espectroscopia de resonancia de espin electrénico

Esta técnica resulta de gran utilidad para el estudio de las propiedades
de un gran ndmeroe de complejos en solucién. Sin embargo, presenta el
inconvenients de que las moléculas que se estudian deben ser paramagnéticas
(generalmente radicales libres) o bien hallarse marcadas con "marcadoras de

sspin', Mo obstante, puesto que las CDs tienen una gran utilidad en catdlisis,
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ge han utilizado para detectar la presencia de ciertos radicales libres que se
forman en el curso de estas reacciones, Las constantes de acoplamiente son
muy sensibles a les cambios en la pelaridad del entorno, por lo que su
variacidén puede utilizarse igualmente para detectar 2l procese de inclusidén

(Karoui v Tordo, 2004),

4.8.2.3.6, Métodos voltamétricos

Los métodos voltamétricos son ftiles para verificar la inclusidn de
sustancias electroactivas en el interior de la cavidad de las CDs, va que la
formacién de complejos conlleva la modificacién de los potenciales redeox de

los sustrates que se van a incluir (Olea-Azar et al,, 2008).

4.8.2.3.7 Conductimetria

La formacidn de complejos de inclusidn de moléculas ionizables pueds
sstudiarse por conductimetria ya que la conductancia equivalente de las
melédculas hudsped disminuye con la complejacidn, debide al incremento en el
didgmetre del anién. De esta forma se han pedide calecular las constantes de
sstabilidad de los complejos de iones de gran tamafie, come el dodecil sulfate

sédice (5D5) v el bromure de trimetileetilamenio con CDs (Trayler, 1938).

4.8 2.3.8. Cromatografia

La formmacién de complejos de inclusién con CDs solubles en la fase
mévil que se emplea en un proceso de separacién cromatografica, altera los
valores del tiempo de retencidn, Asi pues, cuando en cromatografia liquida se
afiaden CDs a la fase méwil, los tiempes de retencidn se acortan, dependiendo
del waloer de la constante de asociacidén del coempleje (Hioki, 1977, En
consecuencia, estudiande la variacién en el waler del tiempe de retencidn con
respecte a la concentracidn de CDs puede caleularse el valor de la Ke de los
complejos (Barr v Spach, 1978, Uskama et al., 1978), La modificacidén de estos
pararnetros crotmnatograficos se ha empleado con fines analitices (Muficz de la

Fefia ot al.,, 1991)
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49 APLICACIONESDE Las Cls

Cada molécula de analite es complejada per una melédcula de CDs
preduciendo una micreencapsulacidn desde 2] punte de vista microsedpice, Esto
puede producir cambios en las propiedades quitnicas y fisicas de la molécula

hudsped, cotne pueden ser:

s Estabilizadén de melédculas sensibles a la oxidacidn en presencia de

oxigens ¥ luz.
«  DModificaddn de la reactividad quimica,
*  Fijacidén de moléculas altaments voldtilas,
s« Aumento de la solukilidad.
s«  Transformmacidn de sustancias liquidas en polve,
*  Proteccén frente a la degradaddn por microorganismes.
»  Enmascaramiento de malos olores v sabores,
* Enmascaramiento de pigmentos o colores,
Estazs caracter{sticas de las CDs, hacen gue sean adecuadas para su

aplicacidn en diferentes campos como: quirnica analftica, agricultura, farmacia,

industria alimentaria vy cosmética (Singh et al., 2002).

4.9.1. Cosmaética y aseo personal

Las CDs se utilizan en la preparacién de cosméticos v fragancias,
principalmente para la proteccidn de aromas en la fabricacién de ambientadeores y
detergentes. En este sector, el emplec de CDs estd ampliamente extendido, ya que
estabilizan los compuestos de interéds, permiten el control de olores desagradables v
mejoran la conversidn de un ingrediente liquide en sélido, Estas aplicaciones se
sstdnl llevande a cabo en pastas de dientes, cremas sdlidas v liguidas para la pisl,
suavizantes para la ropa, toallitas de papel, tejides v desoderantes, proteccidn de
arotras ¥ sabores en barras de labios, aumento de la solubilidad de sustancias en

agua v una mayor estabilidad térmica de los aceites,

Las CDs interaccionan con los compuestos voldtiles creande una barrera
snergética para vencer la volatilizacidn, produciende fragancias de larga duracién

(Frasad et al., 1999). En la preparacidn de productos de bafio, las CDs regulan la
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salida de la fragancia al fermar complejos de inclusidn con éstas ¥ con fosfato de
calcio (Tatsuya, 1994, En 1999 Holland et al. prepararon compesiciones (en
cosmética) que contenfan CDs para prolongar la duracién de la fragancia, pero las
CDs también se utilizan para secuestrar v asi reducir los olores corporales (Trinh &t

al., 1999).

El uso de CDs comme agentes cormplejantes en la elaboracién de polves de
talco, g2 realiza con el fin de estabilizar las fragandas reduciendo las mermas por
evaporacidn u oxidacidn, mejorando también la eficacia antimicrobiana (Hedges,

1998).

El polve seco de CDs, con un tatnafio de particula inferior a 12 e, se
utiliza para el control de olores en pafiales, productos tenstruales, toallitas de
papel v preparacionss para el cuidado del cabelle con el fin de proteger los
mmercaheptancs voldtiles. Las HP-B-CDs son el tipe de CDs que proporcionan una

rrayor proteccidn antimiarokbiana (Woo et al,, 1999),

Laz CDs también se utilizan en detergentes de lavavajillas v de ropa para
snmmascarar los olores en el punto de lavado (Foley et al, 2000; Angell ¥ France,

2001).

Las CDs se han empleado en pasta de dientes a base de silice para
aumentar casi tres veces la disponibilidad de triclosdn (agentes antimicrokbians)
(Loftsson et al., 1999). También se utilizan en la preparacidén de locionss de
proteccdn solar en una proporddn Ll (pantalla solar/HP-B-CDs). De forma similar
las CDs s= utilizan en los autobronecsadorses v cremas para estabilizar la emulsidn y
mejorar su aplicacidn, de tal forma que mejora el brenceade haciéndele mds natural
que los tintes armarillos o rojizos fruto del emplec de lo productes tradicienales a

base de dihidroxicetona tradidonal (Scalia et al, 1999,

492, Industria alimentaria

Ern la industria alimentaria, las CDs se han utilizado como agentss
cormplejantes de vitarmiras, colerantes alimentarios ¥ arormas (Loftsson v Brewster,
19926; Buschmann v Schollmayer, 2002 Szejtli, 1998). Tarmnbién se han usade para la
proteccddn del flavor enlos alimentes durante el procesado v altacenarmiento, Las
CDs forman complejos de inclusién con grasas, flavores v aditives alimentarios,

protegiéndelos de su degradacidn u cxidacidn, Leos flaveres pueden ser woldtiles,
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aceites o liquidos ¥ su complejadén con CDs constituye una alternativa a la
tecnologia convencional de encapsuladén usada para la proteccidn de flavores
(Reinecdus et al, 2002, 2003, 2005; Reineccius ¥ Risch, 1986), Las CDs tambidn se
han utilizado para retener cornpuestos en determinados proceses industriales, por
gjetrplo para elirninar colestercl en leches, mantequilla o hueves (Kwale et al,, 2004,

Junig etal., 2008) (Figura 1.4.8).

Figura L4.8. Complejo de tnckasion coles ferol-CDs,

4.9.2.1. CDs como apentes atrapadores de flavores

La formmacién de complejos de inclusidn con sabores, ofrece una proteccidn
efactiva de cada uno de los sabores que hay en un alimmento. Esta encapsulacién
trolecular, inhibe o ewcluye las interaccionss moleculares entre los diferentes

cormnponentes naturales o sintéticos que dan sabor a log alimentos,

4.9.2.2, CDs como agentes profectores frente a la oxidacion por oxigeno

Hay sabores o ingredientes alimentarios sensibles al exigene (dddos grasos
no saturades, oolorantes, etc) que al ser complejades con CDs, mejoran su
estabilidad quitmica. Este efecto fue descrito en 1987 por Szente w Szejtli, que
tridieron el consurmno de Oz para registrar su efecto sobre ingredientes libres o

cotnplejados. Los resultades de estos experimentos ¥ otros posteriores mostraron
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que la complejacidén con CDes impide casi totalmente las alteraciones quirnicas del
sabor debidas a la presencia de cxigens, incluso cuando se altacera el alimento en

atmésteras de oxigene pure (Szente v Szejtli 1987, 2004,

4.9.2.3. CDs como qgentes profectores fremte a la lux

MNutrerosos componentes de los alimentos son sensibles a la luz, como es el
cazo del citral [componente responsable del olor a dtrices fresces). Este compussto,
en presencia de luz UV se transforma en fotocitral & v fotocitral B, Estos dos
metabolitos le confisren al alimento un aroma v sabor no deseados, Cuando el citral
a5 complejade con B-CDe, no se observan productos de descomposicidén en las 6
primeras horas de exposicddn del alimento a la luz (Szejtli et al 1985), Resultados
sitnilares se obtuvieren al complejar el cinamaldehido con p-CDe, estakilizandole

frente a la luz UV (Szente v Szejtli 19587, 2004,

459.24, CDs como agentes profectores fremte a la temperatura

Los complejos formados con sabores voldtiles o aceites esenciales, en estade
gdlido, poseen una notable resistenda al caler, de hecho al comparar con las
fermulaciones tradicionales, la retenddn de diche sabor en &l alimento mejora
mediante €l emplec de CDs. Este hecho, se ha puesto de manitiesto en diferentes
trabajos, demostrande que la complejaddn de aceites esendales naturales con CDs
gjerce un efects protector frente a la evaporacidn, evitando gque se volatilicen

durante el procesade del alitmento (Szente v Szeijtli 1987, 2004).

4.3.2.5, CDs paramef orar ln vida wtil de los alimentos

Seghn las afirmaciones anteriores, bajo condidones no extremas de
termnperatura ¥ humedad relativa (25 '"C v 60%), cabe esperar que durants el
almacenamiento se alargue la vida media de los sabeores complejados con CDs en

los alimentos (Szente v Szejtli 1987, 2004,

En un estudic llevado a cabo con deoce sabores diferentss (naturales y
sintéticos) complejados en B-CDs v almacenadeos en condiciones no extremas de
ternperatura ¥ humedad relativa durante 14 afios, se demostrd, tras aralizar cada
afio las muestras por crommatografia de gases, que la encapsulacién melscular de
dichos compuastos concentrades con CDs, mejorando notablemente su estabilidad

durante el almacenamiento a largo plazo (Szente ¥ Szejtli 1987, 2004). El poder de



130 FILaf HEENANDEZ SANCHER

conservacidn de las B-CDs depende de la estructura, polaridad v geometria del
sabor encapsulade, mestrando una protecddn mds eficaz con terpencides vy

propancides que consabores de estructura fendlica,

4.3.2.6. Aplicaciones de L CDs parias

Las CDs pusden ser utilizadas para estabilizar ernulsionses de aceite en
agua, comno mayornesa ¥ aderezos de ensaladas. Los colorantes naturales de salza de
tomate pueden ser estabilizados mediante la adidén de 0,2% de B-CDs, no
alterdndeosze el color al elevar la ternperatura a 100 *C durante 2 h (Kawashirma,
1980). En productos cirnicos transformades, las CDs mejoran la retenddn deagua y

la textura del alimento (Ota ¥ Takeda, 1981).

También pueden ser utilizadas para prevernir el pardearniento en alimentos

trinimarnents procesados, (MNifiez-Delicado etal,, 20085),

La gelatinizacidén es una caracterfstica importantes de almidones v los
alimentos que lo contengan, como las harinas, La presencia de B-CDs modifica
considerablements la gelatinizacién de la harina de trige (Kim y Hill, 1954). La
prasencia del 1,5% de B-CDs aumenta el poder de hinchamiento ¥ la solubilidad de
los granulos de almiddn de trigo ¥ espedalmente la lixiviacién de la fracddn de
atnilosa, aumentands en un factor de 4, la viscosidad de estas pastas, Esto puede
ser debido a que las CDs desestabilizan los complejos almidén-lipidos, ya que al

utilizar harinas deslipidadas el efecto de las CDs se vid sensiblemente reducido.

Las CDs tambidn se pueden utilizar para entnascarar saberes no deseados,
Es importante tener en cuenta que la cantidad de cormpueste complejado que se
libera al medic acucso en una disolucidn, depende de diferentes factores, como la
termperatura, la constants de complejaddn v las conecentraciones relativas de ambos
wotnponentes, En diseluciones concentradas v a baja termperatura, el equilibric se
desplaza hacia la complejacidn, mientras que en discludones mds diluidas y a
trayor temperatura, el equilibric se desplaza hacia la likberacidn del compuesto
sncapsulade. Por este motivo, cuande los complejos flavor-CDs entran en contacto
con las papilas gustativas en el interior de la boca, se comportan <omo una
disolucidn diluida a 37 *C, liberan de fdcilments su sabor v arorra. Para intentar
elirninar log compuestos fendlices responsables del sabor armargo del caféd y el t€,
que se forman debido a las altas temperaturas alcanzadas en los procesos de

alaboracién de dichos alimentos (90 'C durante varias horas), se adiciconaron p-CD



[ INTRODUCCIGN 131

al 0,1% a dichas bebidas, obteniandose resultados faverablas cuando se evaluaron
mediante andlisis sensorial (Yu, 1988), resultades que no se han podido reproducir
posteriormente, Sin embargo, trabajande a termnperaturas menores ¥ a rmayor
cotcentracidn de CDs si se pueden enmascarar sabores v olores desagradables por
cotnplejacidn (Szente v Szejtli 1987, 2004,

El hidrolizade de caseinas de leche es un extracto proteico fdcilmente
digerible, pero tisne un desagradable sabor amarge que limita su use. Mediante la
adiccidn del 10 % de p-CDs, el sakor amargo puede ser enmascarados (Specht etal,
1981), ampliando asi el uso alimentario que se le puede dar a dichas protefnas. De
forma similar se puede eliminar el sabor amargo del extracto de ginseng, va que &l

propilenglicol puede ser eliminado usande B-CDs (Akivama y Mivao, 1979),

Los olores caracteristicos de cordero ¥ pescade, de harinas de hueso (usadeo
cotno suplemento de aaleio en los forrajes de los animales) o de solucidén de
cageinato de sodio, pueden ser elimninados mediante el uso de CDs. También se
pueden obtener productes derivades de soja (leciting de soja), libres de olor a grasa

v sabor astringente, para uso enalimentacién (Hatae v Makajima, 1956).

El sakor amargo de zumos de uva o mandarina también disminuye
sensiblermente al afiadir el 0,2% de B-CDs antes del tratamiento térmico. Esto es
debide a que raringina v limeonina (cormpuestos responsables del sabor atnargo)
forman complejos estables con B-CDs, lo que reduce el amargor del zume (Shaw y

Wilson, 1983).

Laz CDs tambkién se pueden utilizar para secuestrar determinades
compeonentes de los alimentos, En el caso de la elaboracién de café scluble, 1a
axtracddn acucsa del café tostado en presencia de CDs, para su posterior secado
por spray-drying o freeze-drying, genera un café scluble que conserva mejor los
cotnpusstos voldtiles exibiendo un mejor aroma que 2l elaborade en ausenda de
CDs [Wagner et al., 1988). También se ha probade el uso de CDs para elitninar la
cafefna del caféd, pero ne es un proceso muy efective (glirmina £26%), comparado
con el uso de carbdn vegetal que consigue eliminar el 77%. Sin embarge, el empleo
de polimmerss de p-CDs s{ ez efectivo para eliminar el deido clorogénico (0%, casi

cotno el carbdn vegetal que elimina el 71%) (Ujhazy v Szejtli, 1989).

Tambkién se han utilizado las p-CDs para elaborar mantequilla kaja en

colesterol, que se comerdalizada en Bélgica, con el nombre de Balade™, dasde 1992
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(Comnini v Mdentink, 1991), Para conseguirlo, se mezcla la mantequilla con p-CDe,
que forman complejos estables con el colesterel, siendo fdcilmente extrafbles en la
fusién de la mantequilla, Esta téenica de eliminacién del aolesterol también ha sideo
aplicada con &xite en la leche a emplear postericrmente en la elaboracidn de
rrantequilla, consiguiende eliminar mds del 90% del oolesterc] de forma sencilla.
Tras este tratarniento la mantequilla fabricada no contiene CDs. Con esta tecnologia
tarmbién se han elaverade quesos, cremas e incluse huevos bajos en oolestersl

(Szente w Szejtli 1987, 2004),

4.9.2.7. Aplicaciones especinles de las CDs en alimentos

Una de las aplicacones mds interesantes ¥ desafiantes delas CDs es su uso
en envases actives, Las CDs vacfas o los complejos CDs-agente antimicrobiane y
anticxidante incorporados en las peliculas de pldsticos para el envasade de
alimentos, reduce eficazimente la pérdidas de sustancias aromdticas y alargan la
wida 1itil del producto. Asf, se ha descrito que la adieddn a pasta de pescado al 0,1%
de complejos yodo-CDs inhike la putrefaceidon durante deos meses a 20 C (Hara y
Hashimote, 2002). Tambidén se ha comprokado que la incorporaddn de complejos
CDs-fungicida a films utilizados para el envasado de quesos, inhiben el cracimiento
rdpido de hoengos en la superficie del quese, alargando asf 1a vida ntil de producto

[Karatsu, 1992,

4.9.3. Industria farmacéutica

Los fdrmacos deben tener un derto nivel de solubilidad en agua para poder
legar a las membranas celulares, pero también han de ser lo suficientements

hidrofébicos para poder atravesarlas,

Una de las propiedades de las CDs es su capaddad para mejorar la
absorddn de fdrmaces a través de las membranas biolégicas. Las CDs sen
relativarnente grandes v poseen una superficde exterior hidrofilica, por lo que en
condiciones nortmales atravesardn las  membranas celulares con  dificultad
(Frémming et al., 1994). Se ha demestrado que las CDs actiian como portadores de
farmacos aumnentande su solubilidad v transpertindelos hasta 1a superficie de las
trembranas celulares de tejidos come la piel, la muaoosa o la cornea del ojo. Las CDs

no atraviezan las mermbranas celulares, actuando por tanto, come wvehiculos
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moleculares v potenciadores de la penetracidn, al aumentar la disponibilidad del
tdrmaco en la superfide de la membrana. Se han utilizade con éxite en
formulacionses acuosas cutdneas (Uskama et al, 1994, en soluciones acuosas de
snjuague bucal (Kristrnundsddttir et al., 1998), sisternas de administracidn nasal de

drogas (Kublik etal,, 1996) v en soluciones oculares (Lofsson y Stefdnsson, 1997).

La mayoria de los fdrmacos no tienen suficiente solubilidad en agua v los
sisterrias tradicionales para su formulacidén incluyen una combinacidén de
disolventss orgdanicos, surfactantes v condiciones extrernas de pH, que susle causar
irritacidn u otras reacdeones adversas. Las CDs no son irritantes ¥ ofrecen ventajas
adidonales tales come: la estabilizadén de los compuestos actives, reducddn de su
volatilidad ¥ capacidad de enmascarar sabores armargos o irritantes ¥ malos olores

de los tdrmacos (Szetjli, 1998; Hed ges, 1995; Irie v Uskarna, 1999,

Hay nurnercsas aplicaciones de CDs en el dmbito de los productos
farmacéuticos. Por sjemple, la adicidn de o- o B-CDs para aumentar la solubilidad
en agua de varias sustancias poco solubles, En algunos casos esto se traduce enuna
mejor biodisponibilidad, aumentande &l efecte farmacolégice que permmite una

reduccdn de la dosis a administrar.,

Los complejos de indusién también facilitan la utilizacién de productes
volatiles, pudiende administrarles en comprimides. Las CDs se atilizan para
mmejorar la estabilidad de los fdrmacos para aurnentar su resistencia a la hidrélisis,
oxidadédn, calor, luz y metales. La inclusién de productes irritantes en CDs,
tarnbién puede proteger la mucosa gdstrica por via oral, v reducir el dafic de la piel

por via cutdnea,

Las CDs son muy resistentes a las enzimas que degradan el almidén,
aungue pueden ser degradadas en tasas muy bajas per las w-amilasas, Las CDs no
pueden ser degradadas por las amilasas salivarss v pancredticas pero si por las o-
atnilasas de los microorganistnos del colon. Algunes estudios han demostrade que
solo el 2-4 % de las CDs se pueden absorber por el intestine delgade v el resto son
degradadas por los microorganismes del colen, obteniéndese gluoosas come
subproducts de la degradacidn, Esto explica su kaja towicidad en administracidn

oral (Szetjli, 1998).
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4.9.4. Agricultura e industria quimica

Las CDs forman complejos conuna amplia variedad de productes quirnicos
agricolas, incluidos herbicidas, insecticidas, fungiddas, repelentes, ferormonas v

reguladores del crecimnients (Lucas-Abelldn etal., 2008k).

En la industria quitnica, las CDs son ampliamente utilizadas para la
separacién de isémeros v enantidmercs, catalizar reacciones v ayudar en los
diversos procesos de descontarninacién de materiales de desecho. Enla separaddn
de enantidmeres por cromatogratia liquida de alta reselucidén (HPLZ) o
cromategratia de gases (GC), se utilizan columnas cuya fase estacionaria contiens

CDs nativas o medificadas inmmovilizadas,

La CDs, ademds de modificarse para la reaccenes de catdlisis tambidn se
tmodifican para reacciones de hidrélisis selectiva v en la hidreximetilacidn de
fenoles, Estas modificaciones quirmicas de las CDs, les confiers una gran actividad
catalftica, ya que aurmentan la velocidad de reacddn en la conversidén de dcido

fenilpiravico a fenilalanina (Atwood, 1990,

Las CDs también desernpefian un papel importante en los procesos
biocataliticos debido al aumento de la enantioselectividad. Asi, tras la formacdidn de
cotnplejos de inclusién con una melécula proguiral, el ataque preferendal por los
reactivos tiene lugar sélo en una de las caras enantioselectivas, dando una mayer

enantioselectividad.

En 1991 Kamal et al. demcstraron que la hidrdlisis de ésterez de
arilpropionice racérmico por la enzima transportadora de albamina de susro
bovine, tenfa una enantioselactividad baja (50-81%), mientras que <on B-CDs no
solo mejoraba la enantioselectividad (80-99 %) sino que también se mejord la tasa de
hidrélisis,

Las CDs se pueden utilizar en la proteccidn del medic ambiente,
solukilizande contarninantes organicos v metales pesados, para su eliminacién de
suelos, agua v atmdsfera (Gao y Wang, 1998). Las aguas residuales que contiensn
cormpuestos aromdticos ecoldgicaments inaceptables, como fenol, pclorefencl y
bencenc; tras ser tratadas con B-CDs reducen considerablements los niveles de

astos hidrocarburos aromiticos respecte de sus nivelss iniciales,

También se han utilizado para aumentar la solubilidad de tres tipos de

fungicidas (tiabendazol, carbendazima v fuberidazel), para que estén tnds



[ INTRODUCCIGN 135

disponibles en el suelo. Por otra parte, tambidn aumentan la selubilidad de les
hidrocarburos, pudiendo ser utilizadas en biodegradaddn y bierremediacién, Las
- CDs aceleran la degradacidn de todos los tipes de hidrecarburos que influyen en
la cinética de crecirmiento, produciende un aumente de la biomasa v una mejor
utilizacidn de los hidrocarburos cormno fuents de carbone y energifa, El bajo coste de

las B-CDs, hace posible su utilizacidén para estos fines (Bardi, 2000,

410 REGULACION DELas CDs

Eni la actualidad, no existe armenizacidn con respecto &l empleo de CDs en
los alimentos, ya que varfa entre distintos pafses. En EEUU, o-, B-, v +CDs estdn
consideradas comeo GRAS (lista emitida por FDA de aditivos alimentarios que son
"generalmente reconocides come segures") ¥ pueden ser comercializadas come tal,
En Japén, o, B-, v v-CDs son reconocidos como productos naturales ¥ su
cotmercializacidn en el sector de la alimentaddn estd lmitada por consideraciones
de pureza. En Australia v Nueva Zelanda o-y v-CDs estdn clasificados como nueves

alimentos a partir de 2004y 2003, respectivamente (Cravotto et al,, 2006),

FAO/OMS a través del Comité de Expertos en Aditives Alimentarios
(JECF&) recomienda un consumoe maxme de B-CDs en alimentos de 500
mg/gidia Para o- ¥ y-CDs no se ha establecids la ingesta diaria admisible (IDA],
FPor otra parts, en julio de 20051a 4 genda de Proteccidn Ambiental (EPA) de EEUT,
acabd con la necesidad de establecer un nivel maximo admisible de residuos de o,
B-, v v-CDs en diversos productos alimentides (EEUU Federal Register, 2005
(Astray etal, 2009, En Europa, sdlo estdn aprobadas o- v B-CDs como ingredientes
alimentarios, v por lo tante, deberdn figurar en la composicién en los alimentos que

las contengan (Diario oficial de la Unidn Eurcopea 5.6.2008).

El estatus de aprobacién de las tmismas en varias regiones del mundo se

resutme en la Tabla 1.4.2.
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Tabla LA.2. Aprobacion lepal de las CDs parauso alimenéario,
Pais/Organizacion o-CDs B-CDs -5
DA no DA no
OMS/FAD especificada ITA: 5 mg/Kg/dia especificada
20012004 199942000
USA GRAS Enero  p st octubre 2001
2004
Presentado, para
. estado de nuevo
Canada alimento, Julio
2008
. " . . MNuevo alimentao,
MNuevo alimenta, Aditivos alimentarios
UE presentado enero
aprobado 2003 (= lg/kg)
2010

_]apén Producto Matural Froducto Matural Producto Matural

IVIEdlE.‘r,ltE Mediante aprobacion IVIEdlE.‘r,ltE

‘e aprobacion de . ) aprobacion de
Meéjico de FL:4A con licencia . .

Fa con licencia

Estad os Mercosur

FSANZ

Korea

Filipinas

Tailandia

Taiwan

FD& con licencia
de importacion
Aprobado para

alimentos
MNuevos
alimentos,

Aprobado come

suplemento

slimentario
Aprobado para

alimentacion

Aprobado come
suplementa
alimentario

de importacion

Aprobade como
suplemento

alimentaria

de importacion

Aprobado come
suplemento
slimentario

Aprobado para
alimentacion

aprobado como
suplementa
alimentario

(O [ngesta Diara A dmisible JE: Uradn Eurcpes; FOA: Food and Drug Adrranistration; b5
Organizacién rmundial de las Salud; FSANZ: Feod Standars Australia Mew Zeland; GRAS:
Sustancias reconccidas ootne seguras; OMSFA O Orgarizacidn Mundial de la Salud: Organizacidn
delas Maciones Unidas para la Alitmentacidn v Agricultira,
Estados Mercosur: Ar genting, Brasil, Paraguay, Uruguay.

¢ GRA S cotno in grediente alitmentaric
BGE & St agetite protector de arctra
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5.CDsy AE

51 APFLICACIONESDE LasCDs-AE

Los flavores juegan papel muy importante en la industria alirmentaria
debido a que influyen en las caracteristicas organolépticas del alitnento v en la
satisfacddn del consurmnider, repercutiendo en el consumo del preducto acabado. La
trayoria de componentes arorndticos son productos de sintesiz quitmica o se
obtienan por medio de la extraccidn a partir de plantas. En la actualidad, debido a
la preccupacién del consumider, se intenta minimizar € use de productos de

sintesis para dar paso a aditives de erigen natural (Teixera et al, 2004),

La estabilidad de los arormas en los diferentes sisternas alimentarios ha
despertado un gran interés en la industria alimentaria debido a la relacidn existente
entre la calidad v la aceptabilidad de los alimentos. La manufactura, el
altmacenarmiento, los materiales de envasado v los ingredientes de los alimentos son
factores que pueden causar a menudo modificacidn en el flaver, reduciendo la
intesidad del aroma o incluse produciende compeonentes que dan lugar a sakbores
indeseables (Lubbers et al., 1998). Generalmente, la mavoria de los componentas de
los AE son sustandas, con una baja solubilidad, termoldbiles, v que se volatilizan

cotne resultado de oxidadones e interacdonss quimnicas (Choi et al,, 2009,

Desde el punto de wvista de la alimentacién funcienal, y considerando los
problernas asodados a la utilizacidn de los AE v las ventajas del use delas CDs, la
encapsuladdn de arormas con CDs pertnite entre otres reducir la volatilidad o
inflamakilidad de lquidos, hacer que sustancas lguidas se comporten como
sdlidos, la separacddn de compeonentes que pueden ser reactives entre ellos, la
reducdén de la toxicidad de los mismos, la proteccidn ambiental frente a otros
cotrpuestos, la alteraracidn de las propiedades superfidales de componentes, el
contrel de la liberacidn de clertes compuestos ¥ el enrmmascaramisnto del sabor

astringente de ciertos compuestos (Tabla 15.1).
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Tabla 15.1. Venigas de la encapsulaciom de arommes con CDs,

Ventajas

+  Proteccion de compuestos wolatiles

«  Transformacion de liquidos en solidos

«  Evita reaccidn entre distintos componentes de un alimento
«  Evita la alteracion de las caracteristicas organolépticas

«  Proteccidn frente 3 agentes extermos

+  Control de la liberacidn de componentes

. Enmascarar el sabor astringente de alimentos

La foermacién de complejos de inclusién aroma-CDs ofrece un gran
potenicial para la protecddn de veldtiles y/o componentes ldbiles presentes en un
sisterna alimentario multicormpenente, De este modo, se han adicionade B-CDs en
distintas mafrices alimentarias con el fin de reducir la volatilidad durante el
tratarniento térmico de cormnponentes arorndticos presentes en distintas mmatrices
alimentarias (Jougquand et al, 2004). De todas las técnicas de encapsulacidn, la
encapsulacién molecular de aromas con B-CDs ha demestrado ser la mejor técnica
para la proteccdn frente al calor v la evaporacidén (Pagignten, 1986, Qui v Hedges,

1995,

5.1.1. Industria de alimentos v bebidas

Dentro de las mialtiples funciones de las CDs come ingradients alimentario,
dstas pueden ser utilizadas como agentes encapsulantes mejorando la estakilidad
de ingredientes especialmente sensibles comno los AE v aromas, consiguiendo de

esta forma un aurnento de la wida atil del preducte final,

51.1.1 Ventgas tecwoldgicas y de procesado

Los avances tecnolégices en la industria  alimentaria  incluyen la
sstandarizaddn de la cormpeosicidn de un preducto, utilizaddn de dosis simples v
transjo de polve seco, consiguiende de este modeo una reduccidn en el coste de
produccddn v almacenarmiento vy protnoviends procesos tecnoldgicos  tmds
scondimicos con una reduccién de la mano de obra. Las ventajas tecnolégicas del

uso de CDs han puesto de manifiesto la mejora de las propiedades senseoriales y
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nutridonales del producte final, asi come el aumento del rendimisnto de procesos

tecnolégicos quedando reflejado en la rentabilidad econémica de la industria,

5.1.1.2. Transformacion de componentes Hquidos

La transformacidn de componentes liquides a forma oristalina (polvo,
granules e incluse takletas) puede causar problemas en la industria alimentaria, El
use de CDs en este dmbito tiene como objetive aumentar las propiedades
sensoriales ¥ la alidad de productes como por ejemple el caté instantineo,
Aderrds, la fermacién de complejos de inclusién per medio de la atilizacién de CDs
produce una reduccidn de la higroscopicidad de productos granulados, evitande la
abseorcidn de hurnedad v reduciendo de este rmodo el crecimiento de paté genos que

puedan disrninuir la vida atil del proeducto.

5.1.1.3. Modificacion de sabores y olores

Las CDs pusden ser usadas en la medificaddn y/o eliminadén de sabores y
aromas desagradables en alimentos v bebidas. El efecto enrnascarants v la
reducdén o eliminacién de aromas indeseables ha side prebado en timel, carvacrol

v extractos de gingseng [ Cabral, 2010),

El uso de bajas temperaturas junto con la indusidn en CDs ha conszeguido
una reduccién de sabores indeseables, de la astringencia de alimentos come la soja,
o de componentes como la naringina, presents en zumos de citrices, ¥ dcide

clerogénico o polifencles presentes en el caféd (Szente v Szejtli, 2004,

La efectividad de c—y B-CDs ha side evaluada en paneles de cata. Les
resultades de los panelistas ha demostrado una reducddn de la intensidad del olor
de AE deajo encapsulade con les diferentes tipos de CDs frente al que no lo habia

sido.

Tamkién se han llevado a cabo estudies con casefna hidrolizada de ladhe,
Esta es una buena fuente de protefna v adernds se digiere muy fidlmente, pero su
sabor amarge limita su uso. La adicidén de una concentradén de B-CDs del 10% ha
servido para elitninar &l sabor amargo, Por otro lado, también se han utilizade para
elitninar el sabor amarge de zurnoes procedentes de uva vy mmandarina por medio de

la adicién previa al tratamiento térmico de 0,3% de B-CDs a los envases de zurnos.
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En un estudio llevade a cabe con diferentes extractes de plantas té de guava,
ginseng y gymnema y diferentes tipes de CDs, se vid una reduccidn del sabor
astringente mostrande una mayor efectividad +CDs » B-CDs » o-CDs (Seejtli v
Szante, 2004),

51.1.4 Mejorade la estabilidad quimica

La encapsulacidn con CDs pusde resultar muy beneficicse en alimentos ¥
bebidas para disminuir la degradacidén o pérdidas de componentes aromdticos
durante el procesade v almacenarients (Lindner et al, 1981). De este modo,
permiten una mejora de la estabilidad molecular v estabilidad fisica provocands un
retrasoc en &l crecimiento de cristales v también de la estabilidad quirnica ya que
disminuye la reactividad guimica, wolatilidad o descompesicién térmica,
fotodegradacidn, hidrdlisis, oxidadén, y evita también la formadén de isdmeres
que pueden dar lugar en reacciones secundarias a compuestes no deseados en el

producto acakade (Cabral, 2010).

La formacién de los complejos de inclusidn en extractos vegetales, AE o
componentes de los mismes puede tener un efecte potendader o inhikiterio en la
reactividad de la molécula huésped, dependiende de la naturaleza de la reaccién y
de la erientacién de la melécula huésped dentro de la cavidad de la CD. Les
wotnponentes en los que su centro active se encuentra totalments induide en la
aavidad de la CD suelen tener un efecto inhibitoric de la reactividad; por el
contraric si éste se encuentra pardaltmente incluide en la cavidad el AE la

reactividad se acelera [Szejtli ¥ Szents, 2004,

5.1.1.5. Estabilidad térmica y proteccion fremte a la volatilidad @ componentes aromedticos

El preblema mds comin al que se enfrenta la industria de los arcrmas v los
AE ez la pérdida de los compeonentes ardmaticos por evaporaddrn, Los compuestos
woldtiles pueden ser estabilizados per la formacion de complejos de inclusién con
CD. La reducddn de la vwolatilidad puede ser demostrada por un aumento del

punto de ebullicidn de las soludones, o en el punto de sublitnacién de sélidos.

La encapsuladdn con CDs para este fin ha side ampliamente descrita en
diferentes AE y componentes arerndticos, d-carvona es un monoterpeno muy voldtil
& inestable presente en las semillas de hinojo (Carum Carvi L)), que actlla cotro

inhibidor del crecimiento de tubérculos en patata. La formacidn de complejos de



[ INTRODUCCIGN 141

inclusidn d-carvona-CDs ha hecho pesible el use del misme en la reduccién de las
raices en patata, potenciande su efecto debide a una disminucién de la volatilidad
del mismeo (Silva et al., 2003). En estudios llevados a cabo con carvena v limeneno
ge dermostrd que la formacidn de complejos de indusidn con B-CDs parece tenser un
trayor efecto protector de la evaporacidn de sustandas woldtiles durante el
altracenamients, mientras que las microcdpsulas que contienen  almidones
modificados presentaban una mayer tolerancia al tratamiento térmico. Adernds las
CDs han =sido usadas para la estabilizacidén de componentes arorndticos cormo
anetcl, citral, citrenelal, linalol, mentsl, AE de anis, salvia, carela, bergamota,
naranja, limdn, cebolla, mostaza ¥ monoterpencs come geraniol ¥ timol (Jackson y

Lee, 1991; Szente v Szejtli, 2004,

51.1.6 Proteccion frente a la ovidacion de componentes aromdtic os

La encapsulacién con CDs come método para evitar la oxidadén ha sido
estudiada en cinamaldehido y benrzaldehide (Szente v Szenjtli, 1987). El efecto dela
oxidaddn en estos componertes fue llevado a cabo mediante la monitorizacidn del
consume de O de las russtras, Los resultados del estudie mestraren que la
cotnplejacidn con CDs prevenfa casi la completa oxidadédn de estos compuestos,

incluso cuando estos eran almacenados en una atmédsfera pura de oxigeno,

La preparacidn de complejos de inclusidén con carvacrel, titnel v eugencl

dermostrd la reduceién de la oxidacién y una estabilizacién de los cormpuestos.

5.1.1.7. Complejacion selectivn en ciclodextring vaclas

La extraccion de café tostade con soludones acucsas de B-CDs ha
congeguido extracciones mds efectivas, La produccidn de café soluble instantdneo
an peolve con B-CDs obtenide por secado por atomizacién o liofilizacidn ha
resultade en un aumente de la estabilidad de sus componentes voldtiles, mejorande

el arorma ¥ las caracteristicas orgenolépticas del café seluble (Cabral, 2010),



142 FILaf HEENANDEZ SANCHER

51.1.8 Aromas y enpasado intelizente

Szetite v Szejtli en 2004 mostraron las posibles aplicaciones de las CDs en
alimentos v envasade activo con CDs. La complejacién de agentes antitmicrobianos
ha side utilizado para films de plastico, en los que se redujo la pérdida de arotmas y
se  produjo una mejora de la  conservacidén ricrebiclégica  durante el
alrmacenamisnto ¥ la wida atil del products, La complejadén de o- 7 B-CDs aon alil
isetiodanate (mayor componente del AE de mostaza), ha sido evaluada para su uso
cotno aditivo en biopolimeros (PLA-FCL) que se utilizan comeo films en envasado

iFlackett et al., 2006),

5.1.2. CDsen la industria cosmeética

Las funciones bdsicas de las fragandas son provesr arornas agradables,
enrnascarar el olor base de preducto v dotar de dentidad a los productos. Sin
smnbargo, los componentas presentes en las fragancias son cormpuestos insolubles o
con baja solubilidad en agua, normalmente en estado liquide, lo que dificulta el

proceso de perfurnerta,

El ernplec de surfactantes como agentes solukbilizantes causa problemas de
turbidez de las formulaciones, irritadén de la piel v sensikilidad a la luz. Ademds,
la cantidad de alpuncs compeonentes arermaticos decrece durante el altnacenatmients
debido a la volatilidad v baja estabilidad de los compuestos. La complejacidn de los
woimponentes aromdticos con CDs aumenta la solubilidad v previene su
evaporacidn, La interaccidn de la rmeoléculas hudsped con las CDs produce una
trayor barrera de energia distninuyende la volatilizacién, ¥ hadendo las fragancias

trids duraderas (Nurmanogly et al, 2008),

MNumaneglu et al, (2005) probaren la efectividad de la utilizacién de B-CDs
¥ HP-B-CDs en componentes utilizados en fragancias (linalel ¥ benzil acetato)
dermostrando un autmento de la estakilidad (disminucidén de la volatilidad) v de la
solubilidad en agua. Ademds observaron una liberacidn rmds controlada de los
tristmos, asi come la conversidn de sustancias liquidas en polvo. Procter & Garmble
¥ otras miltinacionales de la industria de la cosmética v las fragancas han
desarrollade patentes dejando evidents la utilidad v ventajas de la encapsuladdn

con Chs,
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1. OBJETIVOS

Los compeonentes aromdticos suelen ser uno de los ingredientes mds
valorados en cualgquier fdrmula alimentaria, Incluse la utilizacidn en pequefias
canitidades suele resultar costesa v debide ala y volatilidad de estos cormpuestos, su
congservacidén es uno de los hdndicaps mds importantes a que se enfrenta la

industria de los arornas v flavores, ya que afecta a la calidad del producto final,

El AEC, ademds de sus propiedades aromatizantes, también posee
propiedades anestésicas v antimicrobianas que han dadeo lugar a un auments de
sus aplicaciones. Sin erbargeo, son numerssos los inconvenientes asodados a su
uso: irritacién de la piel, sabor picante, alta volatilidad, fotosensibilidad v baja
solubilidad en agua. Estos inconwenientes pueden solventarse ¢ minimizarse
mediants técnicas de encapsuladdn,

El obijetivo prindpal de esta Tesis Doctoral es &l estudio de la encapsuladén
de AEC por diferentes métodes. Para la consecucidn de este cbijetivo gensral se
plantean los siguientes cbjstives parcialas:

1 Estudico de la complejadén de AEC v de su componente

mayoritaric EG con diferentes tipos de CDs,

2 Céleulo de la constante de complejacidn (K entre EG vy los

diferentas tipos de CDs estudiados: p vy HP-B-CDs.

3 Comparacién  de la  complejadén de EG  como  sistermra

multicompeonente del AEC y como compuesto puro,

4, Optitnizacidén de un métode de preparacién de complejos sélidos
AEC-CDS
5. Estudio del efecto del métode de secado de los aomplejos sélidos

AEC-CDs sobre la cantidad de AEC retenida en &l products final,

B Encapsulacién de AEC mediante la utilizacidn de protefnas de
suerc ldcteo v diferentss tipos de maltodextrinas utilizando come
métodos de encapsulacién gelificacidn externa, gelificacidn interna

v secadeo por atomizacién como métodos de encapsulacidn,
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1. MATERIALES Y METODOS

1.1 MAaTERIALES

Las p-CDe fueron suministradas por Wacker [(Aletnania) v las HP-B-CDs
por TCI (Eurepa). La protefna aislada de suero ldeteo (PSL) fue suministrada por
Davisco Food ingredient Int. (EE. UL, El aceite de soja se obtuve de Archer Daniels
Midland Company (EEUU). El aceite esencial de clave (AEC) fue cedido por
Lidervet, SL (Espafia). El resto de reactivos fueron de grado analitice v fueron

proporcionades por Sigma-Aldrich (Espafia).

1.2 METoDos

1.2.1. Estudios de solubilidad

Loz estudics de solubilidad de AEC vy EG en presencia de CDs fueron
levados a cabo de acuerde con el método descrito por Higuchi ¥ Conners en 1965,

con algunas modificaciones,

Para €llo, EG v AEC fusron afiadidos en concentraciones saturantes a
disoluciones acuosas de concentraciones crecientes de B-CDs, hasta 13 mb, v HP-B-
CDs, hasta 75 mM, en un volumen final de 5 mL. Las muestras se mantuvieron en
un bafic de ultrasonidos durants 60 min, a 25 'C, hasta alcanzar el equilibrio.
Pasado ese tismpo, se adiciend NaCl en una concentracién de 0.5 M a cada una de
las rnuestras para acelerar la precipitacidn de los complejes insclubles. Las
mmuestras fuercn agitadas en un vortex v posteriormente centrifugadas a 14800 g
durante 30 min, a 25 I, en una centrifuga meodelo Biofugues Strates. Los
sobrenadantes se filtraren a través de un filtre de membrana de nylon de 0,2 pm
para eliminar el exceso de AEC o EG ne disuelto,

Para determinar la cantidad de AEC y EG disuelto en cada filtrade, los
cotnplejos se rompieron adicionando etanol al 80% antes de la cuantificacién del

AEC v EG en las soluciones mediante espectrofotornetria v/o GC-MS,
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Cuande se observd un precipitado, éste fue redisuelto afladiende 2 mL de
stanclal 100%, Las muestras fueron centrifugadas en una microfuga modele Laknet
Internadonal Inc a 13000 g, durante 2 min, Los sobrenadantes fueren utilizados

para la cuantificacién del EG v AEC por espectrofotemetria v por GC-MS,

Los resultades obtenidos fueron representades s la concentracién de CDs,
v el cdleule de la constante aparente de complejacién para los complejos de
inclusién Ke g2 realizd a partir de las pendientes v los interceptos de la porcidn
lineal crecients de los diagramas de fases de los estudios de sclubilidad, de acuerdo

con la siguiente ecuacidn:

Pendient
K. = endrente [1IL.1.1]

s, (1 - pena‘ieme)

donde S es la solubilidad acussa de EG en ausencia de CDs y “pendiente”
representa la pendiente correspondiente a los diagrarmas de fases obtenidos a partir
de la representacién grfica de la concentracidn de compussto vs concentracidn de

B-CDs o HP-R-CDs.

La concentracién de AEC y EG en las muestras se determiné usande una
curva de calibrado preparada en las mismmnas condiciones experimentales por GC-

M5 o por espectrofotometria UV-Vis,

1.2.2. Analisis por GC-M5

El andlisis v cuantificacidn del AEC v EG se realizd por cromatografia de
gasas enl un equipe Shimadzu GC-QPF 2010 acoplade a un espectrdmetro de masas
(GC-M5). Para los andlisis se utilizd helic como gas portader a una velocidad de
flujo de 0,5 mLfmin ¥ una columna capilar o-WAX 250 silica supeleo (30 mx 0,25
o % 0,25 mum). La programaddn de la temperatura fue la siguiente: 3 mina 40 °C,
con un posterior autmento de temperatura a 47 "2 durante 21min a una veloddad de
2 '"Cfmin, & continuacién la ternperatura se aurmnentd a 52 'C a una velocidad de 2
'Cimin, De B2 UC la ternperatura se elevd hasta 110 "Ca 5 'Cimin, & partir de ahi, la
ternperatura aurmentd hasta 200 'C, con una rarmpa de termperatura a 28 "Clmin para

permanecsr a 200 'C durante 5 min.
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El ardlisis v la cuantificacidén de los componentes se realizd analizande las
dreas obtenidas tras la inyecddn de las muestras. La identificacién de los
compeonentes a estudio se basd en la comparacidn del espectro de masas de cada
pico conla base de datos del sisterna v el indice kovats o {ndice de retencidn,

Debide a que el AEC es un sistermna rnulticompeonente, los andlisis de
cuantificacidén del mismo cuande fue encapsulade por los diferentes métodos, se
realizaron tediante GC-MS  utilizando comeo  referencia el drea del pico

correspondisnte a su componente mayoritario EG,

12.3. Analisis espectrofotométricos

La formacidn de los  complejos  de  inclusidn  fus  verificada
espectrofotométricarnente en un espectrofotérmetro Shimadzu modelo UV-1603, Los
estudios fueron llevades a cako a 282 nm, donde el AEC y EG mostraron su

mExima abeorcidn (Figura I11.1.1),

&'bsorbeanoa

0.0 . 1
0 240 260 280 300 3z0 340

L fum
Figura IIL1.1. Compaacion de s especiros de meeima absorcon de EG y AEC,
(@ Espectro de absoveion de EG (0,035 mgfml ) (b) Especiro de ahsorcion de AEC
(0,05 mgtmL}.
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Fara la posterier cuantificacidén de las muestras se prepararon curvas de
calibrado de AEC v EG, usande seluciones etandlicas de concentraciones crecentas

{0,005-0,05 mg/mL), Todas las medidas se realizaron por triplicade.

1.2.4. Preparacion de complejos sélidos de inclusion AEC-f-CDS

Los complejos sdlides de indusién AEC-B-CDs se prepararon mediante la
adicién de AEC en exceso a disoluciones acuosas de concentraciones crecientes de
B-CDs (0-100 b, El volumen total de las disoluciones era 70 L. Las soludonss
acuuosas de B-CDs (0-100 mb) fueron irradiadas con microondas durants 30 s, a
intervalos de 10 s, hasta aleanzar una temperatura de 70 "C en la disoludén,
Seguidamments se afiadiéd AEC en exceso a cada una de las muestras y de nuevo,
irradiadas durante 30 5 a intervalos de 105, hasta alcanzar 70 /C, Posteriormente, las
rruestras e agitaron ¥ se mantuvieron durante 12 h en viales sellados en oscuridad,
Seguidaments, siguiendo el procedimients descrite anteriorments, las muestras
fueron irradiadas de nuevo, hasta alcanzar 70 'C, La predpitacién de les complejos
se wio favoredda por la adiddn de WNaCl a una concentracidn de 05 M

Posteriormente se centrifugarona 14800 ga 25 'C, durante 60 rmir,

FPara el andlizsiz de AEC disuelto en las muestras, los sobrenadantes se
filtraron a través de filtros de membrana de nylon de 0,2 pm, eliminando asf el
exceso de AEC La ruptura de los complejos AEC-B-CDs se llevd a cabo mediante la

adicidn de etanol al 80% antes de la cuantificaddn de las musstras por GC-MS,

For otro lade, los complejos de inclusidn en forma de precipitade fueron
suspendidos en 70 ml de agua, con el fin de obtener una suspensién con dos fases
para poder retirar el exceso de AEC de la parte supericor mediante decantacién, La
suspensidn resultante se filtrd a vacio a través de un filtro de mermbrana de nylen
de 0.2 pir. Los precipitados retenidos en €l filtre se deshidrataron mediante la
utilizacidn de tres métodeos de secado: estufa de desecacidn, licfilizacién y secado

por atorrizacidn,

Estuta de desecacién: El material precipitade obtenide por filtracidn a
vacio se colocd en una estufa de desecaddn a 40 'C hasta que su masa fue constanta,
Los complejos sdlidos AEC-CDe resultantes fusren almacenades en contenederes

de cristal herméticamente sellados hasta el andlisis de las muestras por GC-MS,
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Liofilizacién: El material precipitade obtenide per filtracidén a wacio se
congeld a 80 'C durante 3 horas, Posteriormente las muestras se dispusieron en un
liofilizador modele Christ alpha 2-2 LD plus. Durante el procese de secado las
condicionss del condensador fueron de -50 *C v presidn de 0,1 mibar, Estas
condiciones se rmantuvieron durante todo el proceso de secado de las muestras que
durd aproxitmadamente 4 horas, Los complejos sélidos AEC-CDs resultantes fueron
altmacenados en contenedores de cristal herméticaments sellades hasta el andlisis

de las muestras por GC-MS,

Secado por atomizacion: La suspensién formada por los complejos AEC-p-
CDs en agua fueron introduddos en una cdmara de atomizaddn modelo B-290,
Buchi. Las condiciones operacionales del equipo fueron las siguientes: temperatura
del aire de entrada 140 ¥, termperatura de salida del aire 60 'C, velocidad rotadonal
del atemizador 30000 rprm. Los complejos sélidos AEC-B-CDs resultantes fueren
altracenados en contenedores de cristal herméticaments sellades hasta el andlisis

de las muestras por GC-MS,

El andlisis de las muestras para la cuantificadén del AEC de los complejos
gdlidos, después de su secade por estufa, liefilizacidn ¥ atomizacidn se llevd a cabo
por GC-MS, Para elle, los comnplejos sélidos fueron disueltos en 2 mL de etanol ¥
posteriormente centrifugados en una microfuga medelo Labnet Internacional, Inc,
a 13000 g, durante 2 rmin Los sobrenadantes fuercn inyectados para la

cuantificacidn del AEC en las muestras por GC-IS,

12.5. Encapsulacion por gelificacion externafinterna v secado por atomizacion

1.2.51. Preparacion de las emulsiones para gelificacion externa (GE) y gelificacion interna

(G}

La disolucdén de protefna se prepard a partir de protefna aislada de suero
ldctas (FSL) con una cotlcentracidn final del 10% (p/fp) v a un pH 6,8, La disclucidn
g2 prepard en agua desionizada a 40 'C con 002% azida sédica (MNallsj. La
dizsolucidn fue posteriormente desnaturalizada, Para provocar la desnaturalizacidn
de las proteinas, la disoluddn se tratd en un bafio a 80 'C durante 30 min (PSDM).
Posteriormerte, 22 adiciond &l AEC a distintas concentraciones: 20, 25 v 30% (p/p).
En todes los casos, la emulsiones se prepararon a 25 'C, de acuerdo con el método

de ernulszificacidén descrito por Rosenberg v Lee en 1993, Para ello, s& prepard una
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smulsidn inicial utilizande un hemegeneizader Ultra-Turrax T-25 (IKA Works) a
13500 rpm durante 30 s, La segunda fase consistid en el pase de la emulsidna través
de un homogeneizador modelo Nire Scavi VHE [(Gea Nire, Soavi) a 50 MPa, Este
process se repitid 4 weces, La formacidn de espuma durants el proceso de
hotno genizacién se evitd afiadiends 0.5 mL de un agente anti-espurmnante (Patcots
BOZK). Las ernulsiones se mantuvieron a 4 'C para su posterior utilizacidn en la

tricroencapsulacidn por gelificacién externa e interna,

1.2.5.2, Preparacion de las emitlsiones parasecado por atomizacion

Para la preparacidn de las emulsiones destinadas a secade por atomizacidn
la disolucidn de proteina se prepard a partir de proteina aislada de suero ldcteo
(F5L) con una concentracidn final del 10% (p/p) v 2 un pH 63, La discluddén se
prepard en agua desionizada a 40 'C con 0,02% azida sddica (Nalls) (FSN). En este
punto se agregaron las maltedextrinas (MD): DE 4 o DE 25, dande lugar a las

siguientes cotrbinaciones:

- 10% PSM +10%0 DE 5
- 10% FPSM + 10% MD DE 4
- 5% PSN + 10% MDD DE 25
-5% PSM + 10% LMD DE 4

Fosteriorments, se adiciond el AEC en una concentraddn del 25% (pf4e) en
todas las rmuestras. En todos los casos, la ernulsiones se prepararon a 25 VWC, de
acuerdo con el método de emulsificadén descrito por Resenberg v Lee en 1993,
Para ello, se prepard una ermulsién inicial utilizando un hormogeneizader Ultra-
Turrax T-25 (IKA Works) a 13500 rprm durants 302, La segunda fase consistid en el
paso de la emulsidn a través de un homogeneizador models Niro Soavi VHE (Gea
Niro, Soavi) a 50 MPa. Este proceso se repitid 4 vweces, La formacién de espuma
durante &l procese de homogenizacidn se evitd afiadiendo 05 mL de un agents
anti-espumante (Patcote 502 K). Las emulsiones se mantuvieron a 4 "C para su

posterior utilizacién mediante el secade per atomizadan,
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1.2.5.3. Preparacion de las wmicrocdpsulas

Las micrecdpsulas formadas por FSDN-AEC (20, 25 y 30%), se prepararon

utilizando el método gelificacidn externa e interna mediada por Ca?,

1.2.5.3.1 Gelificacidn externa mediada por dorure cileico (CaCly)

Er esta técnica, la formadidn de la cublerta de las microcdpsulas tiene lugar
por una reaccddn de gelificacidn idnica, FPara ello, las emulsiones de PSDN-AEC
fueron goteadas en una solucién de CaCla(100mM) en agitacidn constants, El goteo
g2 llevd a caboe utilizando una beomba peristdltica, modele P-1 LKB-Fump,
Fharmacia ¥ mediante la utilizacién de puntas de pipeta de 200 pL. Después da la
stapa de goteo, las microcdpsulas formadas se mantuvieron en agitaddn constante
durante 15 min para asegurar la comnpleta gelificacidn de las rnistmas. Las
tricroesferas formadas se filtraron y fueron conservadas e solucionss acuosas con

arida sédica (0,02%) (Nals)a 4"C para posteriores andlisis.

12532 Gelificacién interna mediada peor carbonato cildes (CaCOs),

Para la obtencién de microcdpsulas por gelificacién interna se utilizaren 20
g de muestra de la emulsién PSDIN-AEC a la que se le adiciend carbeonato cdlcico
micronizade (CaCos), Por otro lado se dispusieron 100 g de aceite de soja con 5 g
de surfactante (Span 65) en un erlenmeyer de doble boca, La mezcla se mantuvo en
agitacidn constante utlizande un agitador modele 50000-30 acoplade a una cabeza
los 20 g de la emnulsién PSDN-AEC fueron afiadidos lentarnente al aceite de soja en
agitacién constante. La mezda se agitd a 250, 400 vy 700 rpm durante 15 mmin para
fortnar una emulsién aceitefaguafaceite, A continuacidn, para conseguir que la
gelificadén de la musstra tuviese lugar se afiadieron 20 g de aceits ds soja con deido

acético gladal (5%). La mezcla se agitd durante 60 min mds a 400 rpem.

El lavade de las microcdpsulas se llevd a cabo mediante la suspensidn en
una solucidn de Tween 80 al 1% v la mezcla se agitd durante 2 min. Este lavado se
realizd dos weces mds. Seguidamnents se llevd a cabo un lavado final con agua
destilada para eliminar los residucs de surfactante. Las particulas se filtraron a
través de un filtro de celulosa v se almacenaron en una sclucién de azida sédica

(0,02%) a 4 %Z para los posteriores andlisis.
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La Figura IIL1.2 resume &l proceso de preparacidn de la emulsién v las

diferentes muestras obtenidas mediante gelificadén externa y gelificacién interna,

Proteirna Adslada de
Suere Lictes (PSL)

Tiee. Tértmice B0oC-20¢

LOGE PSDM + 209 AEC
LOGE PSD0T + 2598 AEC
--- LOGE PSOM + 20% AT C ]
Homuog eneizador
[ Ermulsidn final ]
Microencapsulacion
Gelificacén Gelificacién
externa (GE) interna (GI)
W AEC
‘Jﬂ""\/ I- \,.—..._ ___.-”
/ i . Y
L i, i i 2% AEC
5{ 2% 5. : ."f 3% % i !
L AEC § 2% A 0% AEC
\\ A1 ABC
""" A ;f 20% AEC
5% AEC
30% AEC
W% AEC

iOTPML L 2Ry AEC

"-‘-.. _.-"';. \
e 0% AEC

Figuma IIL1.2. Proceso de preparaciin de las microcdpsulas fovenadas pov AEC y
PSL ufibzandn gelificarim externa{GE) y gelfficarion mierna (G
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1.2.5.3.3 Encapsulacién del AEC mediante secado por atomizacidn

Para llevar a cabeo la encapsulacidén mediante secade por atornizacidn, se
utilizaron cuatro emulsiones formadas la solucén de protefina de suerc nativa
(FSM) a distintas concentraciones (5 y 10%) en combinacién con MD de diferente

grado de hidrélisis (valor DE 47 28) v conun 25% de AEC (p/p) (Figura IT1.1.3).

Las ermulsiones fueron introducidas en un equipo moedelo Anhydro. Las
condicionss del equipo fueron las siguientes: ternperatura del aire de entrada 160
vC, temnperatura del aire de salida 80 #Z. Los cotmplejos sélidos AEC-CDs resultantes
fueron almacenades en contenedores de cristal herméticamente sellades en un

deszecador hasta el andlisis de las muestras por GC-MS,

Proteita Aislada de Suerc
Ldrtes (PSL)

o { 59 FSI +15% MO (DE 24
i, PSN ! reppsy +159% MD [DE 5

. L0% PSH +10% MO (DF 24
,( 109 PSI +10% MO (DE 5)

{ AECz25%  *

Oltraturrax
b

[ Prirreera Errulzidn ]

Homuogene 1 zador

b
| Frrailaidn firal I
i
Secado por atomizacion

/ B PSM +15% MWD DEZM + 25% ABC

}-»} e, B PSMN+15% M D DES+ 25% AEC
¥ PSN+LMRN D DEZY + 25% ABC

s 0% PSN+L0% 0D D ES + 25% AEC

Figura IIL13. Proceso de prepavaciin de Lo micocdpsulas foemads por AEC,
FEL y MDD ufthzmdo secado por @t oveiz acion,
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La Figura II1.14 resume losg distintos tipos de microcdpsulas obtenidas

mediante la aplicacdn de gelificacién externa, gelificaddn interna v secado per

atormizacion.

Microencapsulacion

Gelificacidn Celificaddn Secado por
eerna atomizadén
T -
i 2% AEC Q.I_,.a ::_ .\
i 250 Y mW aEC C': 'ﬁ"“‘:""{
o AL
o % AEC
e 5% PSN +15%MD DE 5 + 25% AFC
0% AEC
£ — 10% PSN +10%M D DE 5 + 25% AEC
1
Lopm N B%AEC g pon1evMD DE 204+ 28% AFC
‘..'n.‘_"_"u-"-'r
e 3% AEC 10% PSM+10%M D DE 24 + 25% ABC

;"‘J 700 1\]/’0‘ % AEC
L o soe—
'*-,":Pm A N EaEE

0% AEC

Figura IIL1.4, Resumen Je o sdcrocdpsulas obfentdas mediante o gplicacion de
los disttnfos métodos: pelificanin exfernag gelificadiin mfens y secado pov

@OMIZACTON.

1.2.5.4, Extraccion del AEC de L microcdpsulas

Para la extracdén del AEC de las micrecdpsulas se utilizd una mezda de
hexane: isopropancl (1:1) (Yeoshii et al,, 2001), Para llo, se pesaron 0,15 g de cada
una de las muestras v se adidonaron 4 mL de la mezcla hexanoisoprepanscl vy 1mL
de agua en tubos de cristal. Las muestras se agitaron en un vortex v se mantuviaron
en un kafio de ultrasonidos durante 15 min a 50 'C. Posteriormente las muestras
fueron centrifugadas v los sobrenadantes fusron usados para la posterior
cuantificacdién por GC-MS del AEC contenido en las microcdpsulas. La extraccidn

de cada ura de las muestras se realizd por triplicade.
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1. COMPLEJACION DEEG EN CDs

EG es el principal compuesto voldtil presente en el aceite de las semillas de
clave, Syayrion aromaicum L, Constituye alrededor del 90% del AEC (Briczzo etal,
1989) y es el que determina la mavyeorfa de las propledades bicldgicas que se le

atribuyen al aceite. Su estructura quitnica estd representada enla Figura IV.1.1.

OH

CH4

= o

Figura IV.1.1. Esfrucfura quincade EG.

La caracterizacidén y cuantificacién de los aceites esenciales generalmente se
lleva a cabo por GC debido a las caracteristicas flsicas de sus componentes, En el
prasente estudio, ademds de la GC, también se ha utilizade la espedrofotometria
UV-Wis para analizar el efecto de las CDs en el espectre de absorddn de EG. For
otra parte, v debide a la sencillez v rapidez del métode espedrofotomstrico para
cuantificar compuestes, se validaron ambos métodos de cuantificacidn (GC-MS y
espectrofotormetria UV-Vis) para determinar cudl de ellos permitiria llevar a cabo la

cuantificacidén del AEC encapsulado en CDs con mayor precisidn.

1.1 VallDacldN OF METODOS DE CUANTIFICACION DE EG

La validacién del método analftico se considera una parte esencial del
desarrollo de un estudio para asegurar que el andlisis en cuestidn y los resultados
obtenidos son fiables ¥ consistentes. Con este objetivo, ¥ previe a los estudios de
cotnplejacidn llevados a cabo con EG, se realizd una validacidn de los deos métodos

de cuantificacidén usados en este trakajor cromatografia de gases acoplada a
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sspectrometria de masas (GC-MS) v espectrofotrometria UV-viz a 2582 nm (longitud
de onda de mdxima absorddn de EG) (Figura IV.1.2). Para ello se tuvieron en
cuenta los siguientes pardmetros: linealidad, limite de deteccidn, lmite de

cuantificaddn, precisién v robustez,

Lo

e

Lomdx= 282 nm

o0&

Absorbancia

04

0z

00 . .
240 280 220

A [nm)

Figura IV.L2. Espectro de absovciom de EG. Soluciones efmilicas de
concentracones crecienfes de EG. (@ 0.008, (B 0,01, (c) 00175, () 0,023, (e} 0,03,
(f) 0,045 mpfml,

1.1.1. Linealidad

Se utiliza para verificar la capacidad del método analitico para cbtener
resultades dentro de un rangs predefinide v que sean directaments propeorcionales
a la concentracién del analito presente en la muestra, La Figura IV.1.3 muestra la
relacidn lineal existente entre la concentradén de EG v el drea del pico obtenide por
GC-WSE La relacidn entre la concentracdn de EG y la absorbancia queda

representada en la Figura IV.1.4,
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Figura IV.13. Recla de calilvadn de EG deferminada por GC-ME. Soluciones
efanilicas de comcenévaciones wecientes de EG (3-10 %20 mpdml ),
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Figura IV.1.4. Recia de calivadh de EG defermmada por especirofofornetria LF-

vis @ 282 nm. Soluciones efand o de comcenfraciones mecmentes de £G (5-10 -

0,06 mgdml )

La regresidn lineal de los datos experimentalss de las Figums IV.13 v
IV.14, que reladenan la concentracién de EG con el drea de pico v la abserbancia a

282 nm respectivamente, disren come resultade las siguientes ecuaciones:
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v=17105+ 151108  GC-MS[IV.1.1]

¥ =0025+ 1591« Espectrofotometa UV-vis [[V.1.2]

con un coeficients de correlacién ride 0,999 para ambes métodos.

11.2. Limite de Deteccion (LOD) v Limite de Cuantificacion (L OC))

El limite de deteccidn, o la menor dosis detectable (LODY, es la menor
concentracién de analite que produce una sefial significativamente distinta de caro
coti un grade de confianza establedde, Exists un consenso general para fijar este
litrite come el resultadeo de la sefial del blanco rultiplicado por 3 veces la
desviacién estdindar (DE) de la media de las medidas de la sefial del blanco. El LOD
para log andlisis de GC-MS v de los ensayeos de espectrofotometria UV-vis se
obtuvo mediante el andlisis de 5 grupes de 12 muestras estandar cero. El drea de
pico ¥ los walores de absorkbanda a 282 nn multiplicado por tres veces la DE
correspondid al limite de detearidn estirmado: 3,210 v 2210 mgimL de EG para
GC-MS v espectrofotometria UV-vis, respectivamente (Tabla IV.1.1).

Tabla IV.1.1. Resulfados de lavalider delméfodn de cummficacion de EG.

Precision (%}

. Linealidad LOD LOC
bidtodo mg/mL) (mg/mL} (mg/mL} Interdia Intmmdia Robustez
COMS 0,5-30 3,21094 0,004  1,1-10 %+ 0,003 4.6 1,5 6,3
Spectrof
5,.5-10 30,05 2:10%+ 0,005 7.2-10%+ 0,007 1 11 A6
TNV=Vis = > =

En los datos presentades en la Tabla IV.1.1 5 observa que ¢l LOD de EG
para GC-MS es menor que el LOD de EG para espectrofotrometria UWV-Vis,

El litnite de cuantificacidn (LOQ) es la minirma concentracién de analito que
pusde ser medida en las muestras para predecir una concentracién con ciarto nivel
de precizién y exactitud, Cormmiinmente, el lirnite de cuantificaddn se define como la
media del drea de pico o el valor de abeorkbancia a 282 nm multiplicado por 10 vecas

la desviacidn estandar (DE), El LOQ de ambos métodeos fue caloulado mediants €l
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andlisis de 20 rnuestras v did un valer de 11103 mg/mL para les andlisis por GC-
MSy 7,210 *mg/mL para los andlisis por espectrofotometria UV-vis (Tabla IV.1.1).
Nuevamente, el valor obtenide de LOQ de EG fue menor para el método de GC-MS

que para el métode espectrofotrométrico,

1.1.3. Precision

La precisién es la expresidén del grado de comparakbilidad entre resultados
individuales cuande el métode se lleva a cabo en las mismas condiciones
experimentales. El ensayo para corrcborar la precisidn del método se probé
mediante estudios de repetibilidad (variacién intradia) v la reproducibilidad
{wariacidn interd{a). Para ello, se fortificaron 6 muestras a una concentracidn de 5
meiml para los andlisis por GC-MS v 25 pgiml para los andlisis por
sspectrofotrometrfa UV-vis. La conecentracidn de EG se midié 6 weces (por
triplicads) en el mismo dia  (repetibilidad) v en cinco dias  diferentes
(reproductibilidad). El cileulo dela DE v el coeticiente de variacidn (% CV) interdia
e intradia de las dreas de pico ¥ de la absorbancia a 282 nm se calcularon dande
cotno resultados valores de 46% v L5% para los andlisis por GC-M5, v 4,1% v 1,1%

para los estudios espectrofotormétricos (Tabla IV.1.1).

1.1.4. Robustez

La robustez mide la capacdad del métode de permanecer invariable
despuds de pequefias variaciones deliberadas aplicadas al método, Para determinar
la rebustez de ambos métodos, GC-MS v espectrofotometria UV-vis, se prepararon
rmuestras fortificadas a concentradeones de 5 mg/fmL para log andlisis por GC-MS ¥
25 pLimLl para los andlisis espectrofotornétricos, Las muestras fueron analizadas
durante un perfode de 30 dfas, tiempe durante el cual las ruestras presentaron un
CV de £3% para las muestras de GC-MS v de 66% para los andlisis

sspectrofotométricos, contirmande la fiakilidad de ambos ensaves (Tabla IV.1.1).

Cotmneo se okserva en la Tabla IV.L1 la utilizaddn de cromatograffa de
gases acoplada a espectroscopia de masas (GC-M3S) resultd mids sensible tanto a la
hora de identificar como de cuantificar EG dande un valor de LOD de 3,22104 +
0,004 (rmgfmlL) frents a 22103 + 0,005 (mg/ml) obtenido con espectrofotomnetria

UV-vis. Los resultades del LOQ también demostraron la mayor sensibilidad de GC-
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IMZ a la hora de cuantificar concentraciones mds bajas de EG, mestrando un valor
de L1103+ 0,003 para GC-MSy 7,210% £ 0,007 para espectrofotormnetria UV -vis, For
elle, los andlisis de cuantificacién de EG en los estudies de complejacién fueren

levados a cabo por GC-MS,

1.2, EsTupic pE CoMPLEJaCION DE EGEN B-CDs (IncLusicn MoLECULAR)

Los estudios de solubilidad de EG en presencia de p-CDe fueren llevades a
cabo uatilizando el métede descrito por Higuchi v Corners en 1965 con algunas
medificaciones,

Para ello, se realizaron diagrarnas de fases de EG en presencia de
concentracicnes crecientes de B-CDs hasta 13 mb que fusron saturadas con EG.
Estas disoluciones se mantuvieron en un bafio de ultrasonidos, a 25 2 durante 1 h
hasta que se alcanzd el equilibrio. La concentracidn de EG s& cuantificd por GC-MS

tal ¥ como se detalla en el capitulo de materiales vy métodos.

El perfil obtenide para el diagrarma de fases de EG con p-CDs fue de tipe B,
trids concretarnetite de tipo Bs (Figura IV.15), si bien, el lmite de solubilidad
acuosa de las B-CDs no permitid ver la fase final del diagrama en la que,
habitualments, hay una disminucdén de la solubilidad de los comnplejos de

inclusidén.

N

Concentracion Chs

Analito diaveln

Figura IV.15. Diggramade Fases fipo Bs,

La Figura IV.1.6 tnuestra un incremmento de la solubilidad acuesa de EG
conforme aumenta la concentracién de B-CDs en el medio hasta 2 b, para a partir

de ahi permanecer constante, Estos datos muestran que el nivel de saturacidén de EG
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que puede alcanzar en una disoluddn de B-CDs es de 13 mb, ¥ se consigus con una

concentracion de B-CDs de 2 Mim.,

16

EG (miv)

I 1 1 1 1 1 1
a 2 4 b B 10 12 14

P-CDs (mig)

Figura IV.16. Diggrama de fases EG-FC0s. La lnea dscomimua representa el

quste Gneal de los dalos experimentales de laporcion Eneal creciende,

El cdleulo de la pendienta de la pordédn lineal aredente (-2 b B-CDs) del
diagrarna de fases (Figura IV.16, linea discontinua) dic comeo resultade un valer
de apreximadamente 5. Este valor, per encima de la unidad, indicd la formacién de
cotnplejes de inclusidn con una estequicmetria mayer de L1 para EGB-CDs con
respecto a eugenocl. Este comportatmients no habia side deserito hasta ahora para
EG en la literatura. Sin embargo, sf hay estudios que describen la formacién de
cotnplejos de indusién 111, pere usando concentraciones de EG por debajo de su

lirrite de solubilidad acucsa ¥ no a saturacdn (Yang y Son, 2005,

Con el fin de analizar cudl es el proceso de formaddn de complejos a
concentraciones de EG por debajo de su solubilidad acuesa (59 v poder calcular 1a
K= de los complejos 111 52 realizaron estudies de espectrofotometria UV-Viz en los

que se estudid el efecto de la complejacidn en CDs sobre el espectro UV-vis del EG,

El estudic del efecto de la adiddn de concentradones credentes de p-CDs
sobre &l espectro de absorddn de EG a concentraciones por debajo de su limite de

solubilidad acuosa (S (426 mb), se llevd a cbo utilizando concentraciones
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cracientes de B-CDs de 0 a 3 mb, mientras que las concentracién de EG se
mantuvieran constantes,

La Figura IV.L.7 muestra la evolucidn del espectre de absorcidn de EG con
al aumento de la concentracidn de B-CDs en el medio. Los resultados mostraron
una evidents calda de la absorbancia a 282 nm (maximo de absorkancia del EG) a

tredida que se increrentaba la concentracién de CDs en el medio,

Absorbencs

0o
40 260 2E0 ann ]

A [

Figura IV.1.7. Evolucion del espectro & absmrcitn de EG con comcendraciones
cecenfes de SCDs (@ 0, (0) 0,075 (c) 0.1 () 0.5, (e} 0,75, (f 1, (g) 2y () 3
b,

Cuando se representd la absorbancia a 282 nrm vs la concentracién de B-CDs
(Figura IV.138), se observd una caida exponencial de la misma en &l rango de 0-1
mbkd de B-CDs para todas las concentraciones de EG utilizadas, Tal y comeo muestra
la Figura IV.1.8, la disminucién en la absorbancia a 282 nm es muy brusca al
principio de la curva mientras que a concentraciones mayores de 0.5 mbd de B-CDs,
gl descenso es muche menor, para pertnanecer constante a partir de 1 mbd de B-
CDs. Este cornportatnients sugiere que a concentraciones por encirma de 1 mhd de
B-CDs, la mayor parte del EG ya habfa side incluide en la cavidad interna de las
CDs formando cornplejos de inclusidén ¥ por tanto ne se cbeervaron cambios en el

sgpectro de absorcidn a concentraciones superiores de CDs, Este comportatmiento a3
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sitnilar al deserito para el espectro de fluorescencia del kasmpferol (MMercader-Ros

at al., 20100,

04
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Absorbanca [2B2nm)
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Figura IV.15. Absorbomca de EG @ 282 wm en presencia de concentraciones
crecienfes de FCDs (0-3 mba) (w) EG 0,04 mM, (o) EG 0,05 wmld i (») EG 0,07
e,

Tanto la estequiometria de les complejos de inclusién fermades entre EG y
B-CDs, comne la magnitud de la constante de complejacidn (Kd, se puede obtener
del andlisis de los datos experimentales de la Figura IV.138. El cdleule del valer de
(Ke) sellevd a cabo mediante la aplicacién de distintos tratarnientes a los resultades:
Conneors (Ecuacion IV.1.3), Benesi- Hildebrand (Ecuacién IV.14) v Scatchard
{Ecuaciéon IV.1.5).

Tal v cotno describié Connors en 1987, la absorbancia de un compuesto a
cualquier longitud de onda (A) se puede relacionar con la concentracién de CDs

prasente en el medio mediante la siguiente scuacidn:

(4. -4)k[cps|] oo
1+ K _[cDs]

A=A+

donde Awes la absorbancia cuande tode el EG ha side complstamente complejade

porlas CDe y Aoes la aksorbancia del EG en ausencia de diches aztcares ciclices,
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El tratamiente de la ecuacién de Benesi-Hildebrand, ¢ deble reciproca,
permite linealizar la Eeuacién IV.1.3, pudiende obtener el wvalor de Keentre EG y p-
CDs dividiende el punto de corte con el eje de ordenadas entre la pendiente de la

recta (Ecuacidon IV.1.4) (Benesi-Hildebrand, 1949,

1 1 1
= + [1v.1.4]

A-A, A.-4, (A.-4,)K [cDs]

El wvalor de Ke también se puede caleular utilizande la ecuacén de
Scatchard (Ecuacion IV.1.5), que relaciona la absorbanda con la concentracidn total

de CDs (Scatchard, 1949). El valor de Kese obtiens de la pendients de la recta,

A_
[coi? (A A (A —AK. [rvas)

El valor de K- entre EG v -CDs fue calculade en pritner lugar ajustande los
datos experimentales obtenides en la Figura IV.18 a la ecuacién de Conners
(Ecuacién IV.L3), Los resultados de Ke fueron rmnuy simnilares para las tres
concentraciones de EG utilizadas (0,04, 0,05 v 0,07mM) dando unos valores de 9841
+ 220, 9942 + 278 y 10045 + 205 M |, respectivarnente (Tabla IV.1.1). El valer medio
de Kefue de 9942 + 221 W L

Tabla IV.1.2. Constambes de commplefacion (Ko} endre EG y FCDs caleuladas por dis fnios
irat@nienios de los datos obienidos por especir ofofometria LIV-Vis (282 wm),

Mdétodn; LV-1s (282 nm)

[EG] (mbd) Conors K: (MY Benesi-Hildebrant® (315  Scatchard E. (05
0,04 9841+ 220 10663 + 214 8754 + 156
0,05 9943 + 278 10879 + 190 8971+ 225
0.07 10045 + 225 10578 £ 250 8567 + 210

E- (MY 0042 + 241 10706 + 218 §%64 + 197

El odleulo de Ke por medio de la ecuacién de Benesi-Hildebrand se llevé a

cabo mediante la nueva representadén de los resultades de la Figura IV.1.8 come
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1/[CDs] vr lf4-Av en la Figura IV.1.9. La representacidn de cada una de las
concentracionses de EG sometidas a estudic mestrd waleres negativos en la
pendiente de las rectas obtenidas debido a la disminudén dela absorbanda con un

aumento de la concentracidn de CDs en el medio de reaccidn (Figura IV.1.9),

Via-am)

0 0 bl 30 an 50
1] p-COe]
Figura IV.1.9. R epresenfacion de Benesi-Hild lrand para EG con G-CDs (0-3
), (wy EG 0,04 mb, (o) EG 0,08 mbl 3 () EG 0,07 b,

Ajustando los datos de la Figura IV.1.9 a la Ecuacion V.14 ze obtuvieron
unos valores de Kede 10663 £ 214, 10879 £ 190 v 10578 £ 250 M 4, para cada una de
las concentraciones de EG utilizadas. El valor medio de Ke fue de 10706 £ 2158 M L
Fhan y colaberadores, en 2008, llevaren a cabe estudies muy similares con EG y -
CDs utilizando comeo métedo de cuantificaddn la espectroscopia de fluorescencia,
Sinembargo, el valor de la constante obtenide fue de 357,46 M L inferior al obtenido
en este estudio, Estos resultados concuerdan con los expuestos por ofros autores,
que aungque se tratara de otros compuestos, se confirmé que el método de
fluorescencia subestirnaba el wvalor de las constantes de complejacidn (Lucas-

Aballdn et al,, 2008a; Mercader-Ros etal., 2010,

Loz datos experimentales de akesorbancia (Figurm IV.1.8) también se
utilizaron para determinar los wvalores de Ke entre EG y B-CDs utilizando la

aecuacion de Scatchard (Scatchard, 1949), En este caso, la relacidn entre el aumento
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de la absorbancia (A-Ad v la conecentracidn de CDs viene dada per la Ecuacién
IV.15. La representacidn de los datos de la Figura IV.1.8 come (A-Aq [ CDs] frente
a (A-Ay (Figura IV.1.10), dio lugar a tres lineas rectas, a partir de las cuales se
obtuvieron los valores de Ko En este caso, los valores de E: fueron de EF54 + 156,
8971+ 225y BBE7 + 210 M !para las concentraciones de EG utilizadas de (0,04, 0,05 ¥
0,07 ). El valor medioc de Eefue de 8764+ 197 (Tabla TV.1.2)

0z

oo

-02

-nar

[4- A7) p-CD0E]

-0e

_l,u 1 1 1
=012 -0.1n =008 -0.06 -0.04 -n.n2

[&-d,

Figura IV.1.10. Representacion de Scalchard para EG con FCDs (0-3 mdd), (m)
EG 0,04 mbd, (o) EG 0,05 mdd 3 (#) EG 0,07 mbd,

Estos valores de Eefueron similares a los obtenidos usando las ecuadones
de Connors v Benesi-Hildebrand (Tabla IV.1.2). El valor medic de Kepara EG y -
CDs obtenido teniendo en cuenta los tres métodos de cilculo utilizados es: 9804 +

218 ML

Es impertante remarcar que la complejadén de EG con B-CDs a
concentracicnes por debajo de su limite de solubilidad acucsa (5 refleja
daratrente una estequicmetria de formacidn de complejos L1, tal v como fue
descrita en la literatura por Yang vy Song en 2008, Sin ermbargo, los estudies de
cotnplejacidn entre EG v B-CDs llevados a cabo a concentraciones per encima del
litrite de solubilidad de EG v a altas concentraciones de B-CDs thasta 13 m),

trostraron  la  formnacidén de complejos de inclusién EG-B-CDs con  una
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sstequiometria mayor de 1 para EG (reflejade por una pendiente > 1 en les

diagratnas de fases),

1.3, Esruple ©DE coMPLEJacioN DE EG En HP-R-CDs (ImcLusion
MoLECULAR)

Una vez estudiada la complejacién de EG con B-CDs nativas se pasd a

estudiar dicha complejacién con B-CDs modificadas, concretamente HP-B-CDs,

El estudio de selukilidad acuesa de EG en presencia de HP-B-CDs s2 llevd a
cabo utilizande concentraciones crecientes de HP-B-CDs hasta 75 mb que fueron
saturadas con EG. Estas disoludones se mantuvieron en un bafio de ultrasonidos, a
25 8 durante 1 h hasta que se aleanzd el equilibric. La concentracién de EG se

cuantificd por GC-MS tal ¥ corme se detalla en &l capitule de materiales y métodos.

El estudic de complejacién de EG derivé en una respuesta lineal al tiempo
que se incrementd la concentracién de HP-B-CDs (Figura IV.1.11). Esta respuesta
lineal corresponde con un perfil tipo Aw El valor de Ke para la formacidn de
cotnplejos de incusidén entre EG con HP-B-CDs se alculéd usande la Ecuacién

I11.1.1 obteniend o un valor de 4555+ 199 LI L

B0

(i

EG

HE-B-C s (k]

Figura IV.1.11, Estudio de sobulilidad acuns ade EG con HP -f-CDs,



174 PILaR HEENANDEZ SANCHESR

Esta relacidn lineal con un valor de pendiente merner a la unidad (0,685)
sugiere la formacién de complejes de indusidn con una estequicmetria de
formacidn L1, El perfil tipo Aves propio de las B-CDs modificadas y es indicative
del alte lmite de solubilidad acuosa de los complejos formades, Estudios similarss
levadeos a cabo por Garg v colabeoradores en 2010 describieron la complejacidn de
EG con HP-B-CDs mediante el andlisis por espectrefotometria UV-Vis, dando comno
resultado una constante de complejacidn del misme orden de magnitud (12064 MY

que la obterida en este estudio.

El wvalor de K- obtenido para EG v B-CDs (9804 + 218 MY fue mavor que el
obtenido para sus modificadas HP-B-CDs (4555 + 199 I . Parecs ser que la cadena
lateral que las HP-B-CDe tienen en la cabeza del cono pusde interrumpir la
inclusién molecular de EG en el interior de la cavidad de HP-RB-CDs. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos por Chei v oolaboradores en 2009 en
estudios de inclusién moelecular de EG con CDs nativas y modificadas basades en la
eficiencia de encapsulacidn. Estos autores obtuvieron unes resultados en los que se
definieron B-CDs cotno tmds efectivas que sus tnodificadas HP-B-CDs para la

aotnplejacidn de EG.

En conclusién, este estudic dernostré claramerte que EG pueds sger
encapsulade con By HP-B-CDs. En base a los walores de K: obtenidos se puede
decir gque EG e mds susceptible a la encapsulacidn por B-CDs que por sus
trodificadas HP-B-CDs. El trabajo demostrd que en el caso de B-CDs, la
estequiotnetria de los comnplejos formades con EG fue 1:1a bajas concentraciones de
EG y B-CDs. Sin embargo, € uso de altas concentraciones de armbos compuestos dio
lugar a la formacién de complejos de inclusidn con una estequiommetria de mayeor

orden para EG.

En el caso de EG cont HP-B-CDe se formaron complejes de inclusidn con
sstequiometria 111 independientemente de la concentracidn de EG y HP-RB-CDs

prasentes en el medioc,

Basdndeosze en los walores de K este estudio ruestra daraments que EG
pusde ser complejade tanto per B-CDs como por sus modificadas HP-R-CDs,

otorgande protecddn al compueste ¥ aumentando la solubilidad al misme.
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2. COMPLEJACION DE AEC EN CDs

Tal v come ha side desarito en capftulos anteriores, EG 28 &l compeonents
principal del AEC (90-95%) v su inclusién molecular en CDs ha sido ampliamente
estudiada. Sin embarge, la rmaverfa de los estudies se han focalizade en la
complejacidén de EG cotme compuesto puro, pers no en la comnplejacdén del misme

cuando forma parte de una estructura mds compleja cormo es el AEC,

Antes de llevar a cabo log estudios de complejacidn de AEC en presencia de
CDs, se realizd una caracterizacién peor espectrometria de tnasas del AEC
surninistrade. El pico mayoritario presente en una solucidn etandlica de AEC
correspondié a EG coinddiendo con lo descrite en la bibliografia por Briczze v
colaboradores en 1989, con un tiempo de retencidn de 29 min, También se detectd
otro segunde pice de importancia correspondients a B-cariofilens, con un tiempo de

retencidén de 24 min (Figura IV.2.1).
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Fipura IV.2.1. Croretagrama de AEBC analizada par GIC-MS.
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El andlisis de masas del pics mavyoritario (Figura IV.22) definié a este
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Figura IV 2.2, Espectra de masas del co wpanen e mayoritaria del AEC [EG).

Una wez conocide su componente rmayeritario se realizé una curva de
calibrado por GC-MS (Figura IV.2.3), cuya ecuacidn es 3,52:105 + 1,93 108 con un
coeficiente de regresidn lineal r!de 0,999, Se utiliza como referencia el drea del pico

correspondients a EG, su comporiente mayoritario,

an

&rea x 107 [EG)

o 1 1 1 1 1 1 1
1} 2 4+ b B in 12 14 16

AEC mgiml
Figura I¥.2.3. Recia de califvadn de AEC deferminada por GO-MS (en base asu
componende maoritwio EG) Solumones efanilcas de AEC (0-14 mpiml ),
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Posteriormente, se estudid el aspectro de absorcidn UV-vis de una solucidn
etandlica de AEC, mostrande un mdxime de absorddn a 282 nm (Figura IV.24). Este

maxitne de absorbancia coincidid con el obtenide para EG en el capitulo anterior,

o0z

0.6

Ab=sorbanca
=
(e

0z

0.0

A (]

Figura IV2.4. Comparacion e los espectros de mdrima absorcion e EG y AEC, (&
b} espectro de absorcion de EG (0,035-0,045 mgfml) (o o) espectro de AEC (0,04-
0,03 mpfal )

Con el fin de comparar los resultados de la cuantificacidn por GC-MS con los
obtenidos por espectrofotormetria UV-vis, se realizd una recta de calibrade de AECa
282 nm (Figura IV.2.5). La ecuacidn que define la recta es y= 0,014 + 13,82 v el

coeficiente de regrasidn lineal r2fue de 0,99,
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Figura IV.2.5. Recta de calitradn del AEC deferminada pov especirofofome fria LIV
vis 3282 wn. Solkuciones efand Eoms de concendr acones crectentées de AEC (5-10 0,06

mpiml )\

21, EsTUDIO DE COMPLEJACION DE AEC EN B-CDs (INcLUSIGN MOLECULAR)

Los estudios de solubilidad del AEC con CDe nativas (B-CDs) se realizaron
de acuerde con el método descrite per Higuchi v Connors, en 1965, con algunas

modificadones,

Para ello, se prepararon discluciones acuocsas de concentraciones crecientes
de B-CDs (hasta 13 mM). & cada una de las discluciones se le afiadid una cantidad
saturante de AEC, tal v come se desaribe en &l capitulo de materiales y métodos, v se

trantuvisron en un bafio de ultrasonides a 25 "Chasta que se alcanzé el equilibric.

La aantidad de AEC disuslte, siempre uatilizande come referencia la
concentradén de su compenente mayoritario EG, aumentd con la concentracién de B-
CDs hasta 2 mM (Figura IV.2.6). En este punto, se alcanzéd el madximo nivel de AEC
en la disolucidn (13 mb). Por encitna de 2 mbd de B-CDs, la cantidad de AEC disuelto
decrecid hasta alcanzar un nivel constante de & mM, creando un perfil de solubilidad
tipo-B. Estos resultades apuntaron a la formacidn de complejos AEC-R-CDs con

solubilidad acuesa limitada, comportamisnts tipico de las B-CDs rativas,
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Figura I¥.2.6. Digprama de fases AEC-ZCDs (o) AEC soluble (0} AEC en
complegos de tnchston tsokbles (en base a su compomente maoriario EG) La lnea
disconfinuag represenia el qusie fneal de s dafos experomentales de la porocion neal

crectene.

Mds espedficarmente, el diagrarna de fases obtenido fus de tipe-B. Come se
muestra en la Figura IV2.6 (e, 2l aumento de la concentraddn de p-CDs por encima
de 2 mM ne mejord la solubilidad del AEC, Asi, 2] limite de solubilidad de los
complejos AEC-B-CDs se alcanzd a una concentracién de 2 mMd de B-CDs v 13 M de
AFEC La adidén de B-CDs al medio de reaccidn dio como resultado la formaddn de
complejos de inclusién menes solubles, tal ¥ come ha sido previamente descrito por

Grante Higuchi (1990],

Concentraciones de B-CDs por encima de 2mbd dio lugar a un incremento
gradual de la formacidn de complejos insolubles de AEC en B-CDs, hasta alcanzar un
mdximme correspondients a 550 mg de AEC por g de precipitade (Figura IV.2.6, (0]).
Otros autores también han mostrado perfiles tipo B para la complejacidn de otros AE

con B-CDs, como por ejermnplo para el AE de carmomila { Waleczek et al, 2002,

El cdlecule del walor de la pendiente de la porcidn lineal crecients del
diagrama de fases [0-2 mM de B-CDs) die un valer de 5 (Figurma IV2.6, linea

discontinua), lo que indicd la formacidén de complejos de inclusidén con una
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estequictmetria mayor de L1 (AEC:CDs), con respecto al AEC, Este comportarmiento
fue similar al descrite para EG en el capitule anterior de esta Tesis Doctoral,

Tal y come se llevd a cabo con EG en &l capitule anterior, ¥ para prefundizar
en &l estudio de la asociacidén entre AEC y B-CDs, se estudid el comportarmisnts del
AEC por dekajo de su lUmite de solubilidad acuesa (5. En estos experimentos, la
concentradén de AEC se mantuve constants a diferentes niveles (0,04, 0,05 v 0,07
mg/mL) v ge varid la concentracién de B-CDs de 0a 3 mbd

La Figura IV2.7 muestra la caida en el espectro de absordén del AEC cuande

aurnentd la concentracidén de B-CDhs en el medio,

A'rsorbanoa

240 260 280 il 320 340

Afrm)

Figura IV.2.7. Evolucion del espectro de absorcion de AEC con comcenévaciones
ceecienies de SCDs (@) 0,025 (B) 0,05, () 0.1, (r 0,2, () 0.5 3 (f) 1 oneled,

Cuando se representd la absorbancia a 282 nm vs 1a concentracidn de B-CDs
(Figura IV.2.8) el incremente de la concentracidn de B-CDs en el medio de reaccidn

conduijo a una calda exponencial de la absorbancia en €l rango de concentraciones de

0-1mbdde p-ZDs.
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Aksorbancia [2B2nm)

[R-=D=] [mbdg

Figura V28, Absovbancia de AEC a 281 wm en presencia de concendraciones
creciendes de B-CD0s (0-3mbd), (m) AEC 0,04 mg.-‘m[. (o) AEC (.05 mg.n’mL (e AEC
0,07 mpml,

La estequiometria de los complejos de inclusidn formados entre AEC y -
CDs, v la magnitud de la correspondients constante de complejacidn (K, se puede
obtener del andlisis de los datos experimentales de 1a Figura IV.28. La absorkbancia
decrecid bruscamente al prindpio de la curva v después se mantuvo constante para
concentraciones de B-CDs per encima de 0,5 mbd Este compertarmients indicd que
cuando la absorbancia permanecia constante, la mayer parte del AEC habia side
induide en la cavidad de las CDs v por €lle ne se observaban cambios en la
absorbancia afin cuando se aumentaba la concentracidn de CDs por encitna de 0,5

mlkd

El cdleulo del walor de Ke ze llevd a cabo mediante la aplicacién de distintes
métodos de cdleule propuestos por: Connors (Ecuacién IV.13), Benesi-Hildebrand

(Ecuacién IV.1.4) v Scatchard (Ecuacion IV.1.5).

En primer lugar, el valor de Kecentre B-CDs v AEC fue calculade ajustando
los datos experitnentales obtenidos en la Figura IV.2.8 a la ecuacién de Connors

(Ecuacion IV.1.3). Los valores de Kc obtenidos fueron rmuy similares para las tres
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concentradones de AEC utilizadas (0,04, 0,05 v 0,07 mginl): 17515 £ 220, 17262 + 257
v 17245+ 199 M L (Tabla IV.2.1). El valor medic de Kefue de: 17340 + 225,

Tabla I¥V.2.1. Constanies de commplefacion (£ endre AEC y FCD0s calouladas por distintos
frat@rientos medianfe estudins especirofolométricos LIV-1s (283 ),

Miéfodo: UV-Vis (282 wom)

{AEC Connors ¥, (h-) Benesi-Hildebrand & v Seatchard ¥, (v
(mgfml )
0,04 17515 + 220 17391+ 378 23150+ 275
0.05 17262 + 257 17716+ 314 14202 + 198
0.07 17245 + 199 17121+ 241 16665 + 230
K. (M) 17340 £ 225 17409 + 311 150N5 + 234

El cdleulo de Ke por medio de la ecuacién de Benesi-Hildebrand se llevd a
cabo mediante la nueva representacidén de log resultados de la Figura IV.28 en
tuncién de L[CDs] vs 1/A-Aw (Figura IV2.9), La representacién de cada una de las
concentradones de AEC sometidas a estudio, mostrd walores negatives en la
pendients de las rectas obtenidas, debide a la disrmninucidn de la akbserbancia con un

aurnento de la concentracién de CDs en el medio de reacciédn (Figura IV.2.9),
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Figura IV.29. Represenfacion de Benesi-Hildebr and para AEC con S-CDs [0-Zmbd)
{w) AEC 0,04 mghml, (0) AEC 0,00 mghml y (e} AEC 0,07 mgfmlL,

Los resultados de los wvalores de E- obtenidos fueron similares a los

calculados por Conners, dando valores de 17391+ 378, 17716 + 314 v 17121 + 241 M1,
El valor medio de Kefue 17409+ 344 I L

El cdleulo del valer de Ke entre AEC y B-CDs utilizando la ecuaddn de
Scatchard (Scatchard, 1949 se llevd a cabo atilizando los resultados de absorkancia
representados en la Figura IV.2.8. Para su cdleulo se tuve en cuenta la relacidn entre
el aumento de absorbancia [A-Ad v la concentracién de CDs (Ecuacién IV.15). La
representacén grafica de los datos de la Figura I'V.2.10 mostrados cotmo (A-A1),/[CDs]
frente a (A-A4) dio lugar a tres lineas rectas, a partir de las cuales se obtuvieron los
valores de Ko El tratamiento de esta ecuacidn a los datos die comeo resultado valores
de Kede 23150+ 275, 14202 £ 198 v 16665 + 230 M ! para las concentraciones de AEC
utilizadas (0,04, 0,05 ¥ 0,07 mg/iml), obteniendeo un valor medic de 18005 £ 234 La
variakbilidad de los resultados obtenidos para las distintas concentracionss de AEC
puede deberse a la alta sensibilidad del método cuando se trabaja a bajas

concentraciones de CDs, pudiendo variar el valor de Keobtenido,
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Figura IV.2.10. Represenfacion de Scafchard para AEC con FCDs (0-3mbd), (m)
AEC 0,04 mpfmlL, (o) AEC 0,05 mp/mL y (o) AEC 0,07 mpfml

El walor medio de e para los complejos AEC-RB-CDs obtenido a partir de los
tres métodos de cdleulo fue 17584+ 286 MWL

El estudic de las constantes de complejacidn a baja concentraddn de EG come
compuesto pure ¥ B-CDs descrito en el Capitule IV.1 dic come resultade un valor
medio de Kede 9804 + 218 MY, mmientras que para el AEC el valor medio de Ko ha sido
17584 + 256 M L La diferencia entre las constantes puede ser debida a la presencia de

cotnponentes presentes en el AEC que favorecen la cormnplejadén,

La kiblicgrafia no recoge ningin estudio de la complejacidn del AEC como
tal, sine que la mayorfa de los estudics se centran en la encapsulacién de su
commponente mayoritario EG. Sin embargo, si existen otros trabajos en log que se
estudia v compara la encapsulacién de otres AE v de su compenente mayoritarico

come compuesto puro.

En 2002, Waleek v celaboraderes describieron un estudio de solubilidad
acucza del AE de camomila v de su componente mayoritario o-bisabolol. Leos
resultados mestraron un valor ligeramente mayor de constante de complejacidn del
AE de camomila con B-CDs que en el caso del compuesto purs dande valores de 273

! para el compuesto purs ¥ 304 M ! para el AE de camernila,
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Es importante rermarcar la impeortancia que tuvo en el estudio el hecho de
trakajar a concentraciones de AEC por debajo de su limite de solubilidad acuocsa (Si).
El estudic a hkajas concentraciones de AEC v B-CDs dararmente reflejd una
astequiometrfa de formacidén de los complejos AEC-B-CDS 111 Estos resultados
coiniciden con los descritos en la complejacidn de EG y B-CDs por Yang v Son en 2005,
Sin etrbargo, &l estudio de la complejacién de AEC a concentraciones por endma de
gu limnite de solubilidad (S ¥ a alta conecentracidn de B-CDs thasta 13 mbd), dio lugar
a la formacidn de complejos de inclusidn con una estequiometria de orden mayora la
unidad para el AEC, quedande reflejado por una pendiente mayor de uno en €l

diagrarma de fases,

Sise compara el perfil de solubilidad acucsa de AEC v EG en presencia de B-
CDs, se observa que no fue el misto (Figura IV.2.11). Mientras que en &l caso del
AEC, un aumento de la concentracidn de B-CDs por encima de 2 mb provoca un
descenso en la solubilidad de los complejos de inclusidn AEC-B-CDs formados, en €l
caso del EG, dicho auments no provoca la predpitacidn de los complejos. En esta

ocasidn, por encima de 2 mbd de p-CDs la solubilidad de los complejos EG-B-CDs no

varia.

14

12

1n

a

AEC/EG [mM]

1} 2 4 b B 10 12 14
B-20= ()
Figura IV.2.11. Comparacion dz los diagrama de fases de (0) EG con 3-0D0s (e) i

AEC con £CDs (en base a su componente mayoribaio EG),
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23 Estupic ©DE CoMPLEjacION DE AEC En HP-p-CDs (INcLUSIGN
MOLECULAR)

Fara llevar a cabo el estudio de inclusién molecular de AEC con B-CDs
modificadas se prepararon disolucionss acuosas de concentraciones crecientss de HP-
B-CDs (hasta 75 mb). 4 cada una de las discluciones se le afiadid una cantidad
saturante de AEC, tal v come se desaribe en &l capitulo de materiales ¥ métodos, v se

rrantuvieron en un bafio de ultrasonides a 25 1Chasta que se alcanzd el equilibric.

El estudic de solubilidad de AEC en presencia de HF-B-CDs rmostrd un
diagrarna de fases de tipe Au(Figura IV.2.12), Este implica un aurments lineal de la

concentradén de AECal mismmo tiempo que lo hace la concentracién de HP-B-CDs,

2n

LEC [mM])

a0 -

D 1 1 1
1] peli] 40 B0 =1i]

HP-Pp-C0s [mid)

Figura IV .2.12. Estudio e solubilidad aminsa de AEC con HP-200s (en base asu

componente mayoritato £G),

El cdleulo del valor de la constante de complejacidn (Ko entre AEC y HP-B-
CDs se realizd aplicande la Ecuacién I11.1.1, obteniends come resultado un valor de
2005 + 225 WL Esta relacidn lineal con un valer de pendiente menor que uno (0,857)
indicé la formacién de complejos de incluszidén con estequiornetria 1:1 Es impertante

destacar que debido a la alta solubilidad de los complejos de inclusién AEC-HF-B-
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CDs, es posible solubilizar una alta cantidad de AEC (por e 7O mM usando 75 mbd
da HP-B-CDis),

Estos resultados difieren notablemente de los obtenidos en &l estudio de
solubilidad llevado a cabo con AEC y B-CDs en el que se formaron complejos
insolubles induso dentro del limite de solubilidad de las B-CDs. En este caso, al nivel

mas alto de AEC solubilizade es de 12 mb, usande 2mbd de B-CDs,

Tal ¥ como se describe en el capftule anterior, los resultades derivados del
estudic de selubilidad del compueste pure EG vy HP-B-CDs dieren un valor de K«
menot que cuando se utilizd AEC (4555 £ 199 M tps 2005 £ 225 WY (Figura IV.2.13),
Estos resultados pueden ewplicarse debido a la presencia de otres componentss
minoritarios presentes en el AEC que podrian incrementar la solubilidad acuosa del
EG presente en el aceite ¥ por tanto, aurnentar la complejacidn del mistmo con las

ZDs,

B0

BO [

AEC/EG il
i
=

20 F

0 I I I
0 20 40 B0 B0

HP-p-CDs [rnh)
Figum IV.2.13. Digerama de fiuses de (o) EG i (00 AEC [en base o su commponente
maioritatn £G) con HP -5 005,

& la luz de los resultades obtenidos en este capitulo, el trabajo dernostrd que
el AEC puede ser encapsulade con p- vy HP-B-CDs, a pesar de que las caracteristicas
de encapsulacidn son diferentes,

El AEC forma complejos de inclusién insclubles con p-CDs, mientras qus an

el caso de HP-B-CDs les complejos de inclusidn son totalments solubles. La
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astequictmetria de formaddn de log complejos AEC-B-CDs fue mayor de 11 cuando
g2 utilizd una alta concentracién de AEC, 5in embargo, el estudio llevade a cabo con
bajas concentradenes de ambos componentes permite la formacidn de complejos de
inclusién 11, Estos resultados sugirieren que ambos tipos de CDs, B-CDs ¥ sus
modificadas HP-p-CDs pueden ser consideradas cotrio una alternativa para solventar
los problemas prdcticos asociados al uso del AEC, Basdndese en los valores de las
congtantes de estabilidad, los resultados dejaron patente la mayor efectividad de B-

CDs para la encapsulacién de AEC,
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3. OPTIMIZACION DEL METODO DE PRODUCCION DE
COMPLEJOS SOLIDOS AEC-B-CDS

La cormplejacién de sustancias aromadticas con B-CDs se puede conseguir
mmediante la utilizacién de diferentes métodos (Pagington, 1986): la agitacién de los
cotrponentes arorndticos junto con las CDs en scluciones acuosas, en presencia o no
de algtin disclvente orgdnice, otras veces la complejacién se consigus por medio de
la adicién de los arcrmas en forma de vapor sobre una solucién de CDs, o mediante
la trezcla de los mismos con una pasta de CDs. La seleccidn del método de
preparacién de los complejos depende de factores como el rendimients, rapidez,

sitnplicidad, coste v caracterizticas del producte acabado (Fernandes et al., 2004,

La literatura recoge numerosos frakajos en los que se describe la
cotnplejacidn de componentes arotndtices con CDs utilizande diferentes métodoes,
El método de agitacidn se ha aplicado a nurmeroses componentes arormdticos cormo
d-litnoneno, EG v menta (Yoshi et al.,, 1998a;, Yang v Song, 2005; Martins et al,
2007). La co-predpitacién como métode de preparacién de complejos de inclusidn
tarnbidn se ha utilizade con AE de ajo, menta v canela (Marting et al., 2007; Patrovic
et al, 2010). Bandhari v colaboradores en 1999 llevaron a cabo estudios en los que
cotrpararon la encapsulacidn de AE de limén con B-CDs mediante la utilizacdén de

varios métedes de formaddn de complejos.

La irradiadén por microondas (MWI) es un método que pusde avitar los
incenvenientes asociades a las técnicas tradicionales de complejadén, aportando un
ahorre de tismpe v un incremente del rendirdento del procese (Zhac et al., 2002
2003). La principal ventaja de este método es la ausencia de residucs derivados de
disolventss, En la industria farmaceftica se emplea por sus efectos tériricos,
provocande la aceleracién de los procesos de secade (grdnulos o cristales) y
tambidn se ha extendide su uso en la esterilizacidn de material intrahospitalario
(Loh et al,, 2008 Szepes et al, 2005). Por otro lade, la atilizacién de MWI como
métedo para la formaddn de complejos de inclusién con CDs ha mestrado su
sfactividad en la mejora de la solubilidad acucsa de nurmerosos componentes (Shen

at al., 2005 Wen etal., 2004,
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La literatura recoge estudios sobre la complejaddn del AEC, sin embargo
no se ha considerado el efecto del método de secado de los complejos sdlidos de
inclusién formades a la hora valorar la cantidad de compueste finalmente retenido
an la encapsulacidn. Por tanto, no séle la metodelegia utilizada a la hera de
preparar los complejos de inclusién formados es importante, sino que el secado de
los mismes, una vez formadeos, pueds ser un factor limitante que desermnbogque en

grandes pérdidas econdrricas en la industria de los aromas.

De entre los distintes métodeos utilizados, el secade por atomizacidn es una
técnica  cormirnuments  utilizada para la microencapsulacidn de  ingredientss
alimentarios en la que protefnas, pelisacdridos, o la combinacién de ambos, se
utilizan para formar una cubierta protectora (Descbry et al,, 1997). Sin embargo,
esta téonica presenta alguncs inconvenientes como la necesidad de trabajar a altas
termperaturas de secado (alrededor de 200 %2) v el hecho de que sclo es aplicable a
triatrices solubles en agua (Gharsallacui et al, 2007). La utilizacidn del secado por
atorrizacién en un AE puede ser peligresa debide a que las altas ternperaturas
puseden llevar a un deterioro v pérdida de comporientes voldtiles presentes en los

tristnos,

El use de una estufa de desecacidn para el secade de los complejos conlleva
2l use de termperaturas mds bajas que en el secado por atorizacidn, pere &l tiempo
de exposiddn de las particulas al clor es mayor. Por esta razdn, el tratarnisnto
térrico a alta ternperatura se ha descrite come un factor determinante a la hora de

determinar la estabilidad del polvo.

La licfilizacidn ha resultade ser un métode atractive para prolongar la vida
atil de los alimentos. El secado tiene lugar a baja termnperatura v la ausenda de aire
previens el deterioro del producto causade por la cxidacidn o por modificadones
quirnicas. Este procese minimniza les dafios del producte provecadeos per
descomposicién, carmbios en la estructura, textura, apariencia y flaver que pueden
ocurrir como consecuencia de las altas temperaturas usadas en el secado per

atornizacidn (Longmers, 1971),

Partiendo de los resultados obtenidos en el capitulo anterior a partir de los
estudios de solubilidad en los que se dermostrd la capacidad de B-CDs para formar
aotnplejos sdlidos con AEC, el objetive de este capftulo fue la evaluacidn de MWI
cwomo método para la preparacidn de complsjos sélidos de indusidn AEC-B-CDs,

con el fin de demostrar las ventajas asodadas a su uso y evitar los inconvenientas
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de log métedos tradidenalss de complejaddn, Ademnds tambidn se llevd a cabo el
sstudio de la influenda de los métodos de secado de los complejos sélidos AEC-B-

CDs en la concentracidn final de AEC presente en los complejos,

3.1. OBTENCIGN DE COMPLEJCS SOLIDOS DE [INCLUsion ARC-B-CDs

3.1.1. Optimizacion del método de preparacion de complejos solidos de AEC con

B-CDs.

Las conclusiones derivadas del capitule anterior han dejado evidente la
capacidad del AEC de formar complejos sélides de inclusién con B-CDs, que podria
ser de gran utilidad en la industria alimentaria ya que facilitarfa &l manejo ¥

altmacenarmiento del AE al pasar de estado liquido a estade sélido.

La optimizaddn del métode de preparacidn de los complejes sélidos tuve
comme objetive maximizar la rentabilidad del proceso de complejacién, Para ello se
trabajd a concentraciones de B-CDs por endrma de su limite de solukdlidad acuosa
tal ¥ cotno se ha deserito en la literatura (Soute, 2009) v se cornpard la eficacia de la
comnplejacidn del AEC utilizande dos alternativas corne fuente de energfa:; MWI y

ultrasonidos. El proceso de optitnizadén queda resurnide enla Figura IV.3.1.

Loz complejos sélidos de inclusidn de AEC con B-CDs se prepararon
mediante la adicidén de concentraciones saturantes de AEC a suspensiones de
concentracionss crecientes de B-CDs (0-100 mb) con un volumen total de 70 mL.
FPara llevar a cabe la formacidén de los complejos sdlidos por MWI se utilizd el
método descrito per Soute en 2009, con algunas modificaciones, Las suspensiones
de B-CDs (0-100 mbd) fueron irradiadas en un horne microondas durante 30 5, en
intervalos de 10 5, hasta alcarzar 70 'C. Este proceso se realizd con el fin de
aumentar la solubilidad acucsa delas p-CDs y asf fadlitar la complejacidn del AEC
una vez adicienade. Seguidaments, se afiadid un exceso de AEC a cada una de las
triestras v, de nuevo, las muestras fusron irradiadas hasta aleanzar 70 'C, durante
30 =, en intervalos de 10 5. A continuacidn, las muestras se agitaron y se
mantuvieron 12 horas en wiales sellados en oscuridad a 25 "2, Transcurrideo ese
tisrmnpo, parte de las muestras se centrifugaron a 14800 g a 25 'C, durants 60 min
(muestras 1T) v el resto fueron sometidas de nuevo al misme procese (MWI hasta

F0MCy 12 horas en oscuridad) (muestras 27T).
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Figura IV.3.1. Proceso de prepavacion de complegos solidos de tnchusion de AEC- 2

CDs para s opftnazaciin del método de preparaciin de complejos solidos AEC- 5
CDs.

Tras la centrifugacién da las rmuestras se obtuvieron en el sobrenadante los
complejos solubles de AEC-B-CDs v en el precipitade, tante las p-CDs sobrantes
come los complejos insolubles de AEC-RB-CDs,

Para el andlisis de AEC presente en los sobrenadantes, éstos se filtraron a
través de filtros de membrana de nylon de 0.2 pim, elitminande as{ el exceso de AEC
no cormplajade ni disuelts, En el filtrado se obtuvo el AEC disuelto y el complejado
en forma de complejos AEC-B-CDs solubles. Antes de proceder a la cuantificacién
del AEC por GC-MS se rompieron les complejos mediante la adicién de 2tOH al
B0%,

For otro lade, el precipitado obtenide fue resuspendido en 70mlL de agua,
con el fin de obtener de nuevo una suspensién que nos pertritiera retirar el exceso

de AEC Una vez retirada cuidadosamente la capa de exceso de AEC, la suspensién
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resultanta se filtrd a vacio a través de un filtro de membrana de nylon de 0.2 um,
hadende que les complejos insolubles quedaran reteridos en el filtre, Para la
cuantificacién del AEC en el precipitade obtenide se utilizé una estufa de
desecacidn a 40 'C hasta obtener un peso constante, Posteriormente las rmuestras

fueron redisueltas en etOH al 100% ¥ analizadas por GC-MS,

En la Figura IV.3.2 se rnuestran la eveolucidn de la cantidad de AEC
cotnplajade en funcidn de las concentracionss de p-CD utilizadas. El aumento en la
concentracidn de CDs provocd un aumento de la concentracidn de AEC disuelto en
las ruestras, tanto para las muestras con un solo cide de MWI come en las de dos
cicles, El aurnento en la solubilidad del AEC fue de 4 veces en las musstras T1, v de

3.5 vecas an las rmuestras T2,
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Figura IV3.2. Influencia del méfodo de prepavacion (MW o ulirasonidos) en la
formactin de complejos solubles AEC-FCDs con concenfraciones orecentes de -
CDs (0-100 mbt) (en base a su componente mayovitan EG) (o) C‘ump.[e;."us
solubles AEC-P-CDs aplicandn trafmrdenio de ultrasonidos (1T} (m) Complefos
solubles AEC-P-CDs aplicandn trafamienio de ulivasonidos (2T) {0} Complefos
solubles AEC-R-CDs realizados mediante MW (1T) (o) Complefos sobables AEC-
B-CDs realizados mediante MW (2T
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Se observa un cierto nivel de saturacidén en las muestras a medida que la
concentracién de CDs aumenta. Cuando las muestras han side tratadas con un selo
dcle de MWI, el aumento de la cantidad de AEC disuelto es mds acusado hasta
legar a 30 mbd de B-CD, v a partir de este valor la selukilidad del AEC aumenta de
tranera tmenos pronunciada, En el caso de las mmuestras tratadas con dos ciclos de
MWI, el incremmento de la solubilidad del AEC auments progresivarnente hasta
alcanzar &l valor mdximo para 75 mM de B-CDs. La realizacidn de dos ciclos de
tricroondas ha dado lugar a un aumento significativo en la cantidad de AEC
disuelto con respecto a las ruestras que solo se han tratade una vez. La diferencia
ha side mayer cuanto rmayor ha sido la concentracidn de CDs en el medio, & modo
de gjernple, v tomande come referencia la mdxima concentracidn de B-CDe (100
mld), el hecho de repetir el cido de MWI ha dado come resultade el aumento del

AEC disuelto de las muestras T2 (dos ciclos) al doble de las musestras T1 (un cicla),

En la utilizacién de ultrasonidos como fuente de energia para preparar los
cotnplejos de inclusién, las suspensiones de concentraciones cracientes de p-CDs (0-
100 mMh) suplementadas con AEC fueron mantenidas a 50 C en un kafio de
ultrasonidos, durante 2 h. Pasado este tismpeo, parte de las muestras se
centrifugaron a 14800 g a 25 'C durants 60 min (muestras 1T) y &l resto se
mantuvieron 12 horas en oscuridad para posteriormente repetir el proceso de
sonicade (ZT). Tras el centrifugado de las muestras se obtuvo un sobrenadants que

contenia el AEC disuelte v AEC en forma de complejos AEC-B-CDs,

La representacidn grafica de los datos obtenides tras el tratarniento de las
truestras con ultrasonidos (Figum IV.3.2} tnuestra un aumento de la solubilidad del
AEC con la concentracidén de B-CDs. Sin embarge, este aumento ha sido mds
lirmitado que el okearvado con el métode de MWI El uso de ultrasonidos provocd
un autmento en &l la solubilidad del AEC de 1,25 wveces en las muestras T1, v de 3,5
wveces en las muestras T2 Esto dernuestra que &l método de ultrasonidos es menos

eficaz que el método de MW a la hora de formar complejos solubles de AEC,

Los walorss mdzimos de solubilidad de AEC, que se obtuvieron para
concentraciones de entre 80 ¥ 100 mM de B-CDs, fueren de 16 mM para un solo
delo de MWI v B mM para un selo cide de ultrasonidos; v de 34 mb para dos

delos de MWI v 13 mb para deos delos de ultrasonides. En resurmen, el método de



[V. RESULTaDoS ¥ DISCUSISN 195

MWI consiguid una selublidad del AEC entre 357 2.5 veces mayor que el método

por ultrasonidos,

Una wver analizados los complejos AEC-B-CDs solubles obtenidos, se
procedid a analizar los complejos insolubles obtenidos en los precipitados tras la

centrifugacién de las muestras tratadas por ultrasonidos ¥ por MWI

Para llevar a cabo &l andlisis de estos complejos sdlides, en primer lugar se
radisolvieren los precipitados en 70 mL de agua con el fin de obtener de nueve una
suspension que nos permitiera retirar fdcilmente el excese de AEC no complejade

(separacidn de fases por distinta densidad).

Una wez retirada cuidadesarnente la fase superior de la diselucidn
correspondiente al AEC en excese, la suspensién se filtréd a vaclo a través de un
filtro de nylon de 0,2 wm. El precipitado recogido en el filtro se secd en estufa a 40
*C hasta masa constante v &l polve obtenido se redisclvié en etOH para cuantificar

gl AEC por GC-MS,

El andlisis de los complejos sédlidos de AEC-B-CDs formnados cuando se
usarot arnbos méatodes (Figura IV.3.3) mostrd que la complejacidn del AEC con B-
CDs fue mds efectiva mediante &l tratamients por MWI consiguiends una
concentracidn de 50 myg de AEC por g de precipitade, mientras que en caso de
ultrazonidos, el mdxime aleanzade fus de 15 mg de AEC por g de precipitado. Es
importante resaltar la diferencia en la cantidad de AEC encapsulade cuando las
rmuestras fusron sometidas a un doble tratarmisnto tras un tiempo de reposo en la
oscuridad. Esta diferenda es muche mds acusada en el caso de las muestras
tratadas con MWI que en &l caso de las muestras fratadas con ultrasenides (49 mg/

g de precipitado vr 19 mg/g de precipitade) (Figura IV.3.3).
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Figura IV.533. nfluence &l métodn & prepavaciin (MW o ulbr@omides) en la
formacion de complepos solidhs AEC-A-CDs con concentraciones crecienfes de
CDs (0-100 mMd) {en base a su componenie mayoribaio EG) (o) Complejos solidos
AEC-ZCDs mplicandn trafmmientn de ulirasonidos (1T, (wm) Complejos solidhs
AEC-ZCDs gplicandn trafamiento de ulfrasonidos (2T} (o) Complejos solidhs
AEC-ZCDs realizados medionte MW (1T}, () Complejos sokidos AEC-2CDs
realizados mediande MWT (2T

En base a los resultades obtenidos en estos estudios, el método dptimo de
preparacién de los complejos sélidos AEC-B-CDs es el método MWI con doble
tratariento (2T), que ademds de resultar en una mayor eficacia del proceso,
conlleva otras verntajas tecnolégicas v econdimicas de gran interés para la industria
alimentaria come es el escalado de procesos a nivel industrial, el ahorre energético
¥ de tiempeo,

Estos resultados ceinciden con los descritos por Mehitm y colaboradores en
2010, en los qgue estudiaron la complejacién de cefdinir con p-CDs mediants MWI,
demostrando que la uftilizacidn de este método permite una elevada tasa de
disolucién de los complejos formados. Otros autores estudiaren y compararon la
preparaddn de complajos de inclusidn de loratading usando la MWI v un método
convencional come es el métode de agitacién, A pesar de que los resultados fusren
rmuy sirmilares en cuanto al nivel de cormplejacidn, los autores definen como mds

conveniente &l MWI por varias razones: tiempo de secade fue muche menor,
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fadlidad de manejo a la hera de llevarlo a gran escala, ¥ rapidez de la preparacién
de complejos de inclusidén con B-CDs ¥ sustancias con baja solubilidad acuocsa

{Macsa etal.,, 2008),

3.1.2. Influencia del método de secado de los complejos sélidos de AEC-p-CDS en
el contenido final de AEC.

Para llevar a cabo el estudio de la influencia del métede de secado en el
contenide final de AEC an los complejos sdlides se utilizd el métedo optimizado en
2l apartade anterior para la formaddn de los complejos: MWI con doble tratarmniento
(triuestras 2T), En este apartado se evalud la influenda del método de secado de los
cotnplejos sobre la cantidad final de AEC, con el fin de optitnizar la (ltima parte del
proceso. Para ello, se compararon tres métodos de secado: estufa a 40 %2, secado por
atorrizacidén y liofilizadén,

El secado en estufa a 40 'C de los complejos sdlidos AEC g2 llevd a cabo
hasta peso constante. La cantidad médxima de AEC retenida en los complejos de
AEC-B-CDs tue de 49 mg/g v alcanzd para una concentracidn de 100 mbM (Figura
IV.3.4).
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Figura IWV.34. Confewmido de AEC de complejos solidos AEC-FCDs, (en base asu
componente mayorttato EG) con concenfractones oreciantes de FCD0s (0-200 mbd)
usadn MWL Efecto del secadn en esfufa g 40 °C en la concentracion final de AEC
de lns complejos siledns AEC-2-CDs,
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Commo se observa en la Figura IV.3.5, €l secado de los complejos por
atormizacién permitié obtener complejos sdlidos con una concentracidén maxima de

que contenia 28 mg de AEC por grame de precipitade.

AEC [mgd g precipitado)

u L 1 1 1 1
o 20 40 &0 &0 oo LZ0

- CDs (i)
Figura IV.3.5. Conderido de AEC de fos complefos solidos AEC-3CDs (en base a
su corRponenie mayorda EG) con concentraciones crecienies de FCDs (0-100
e} usamdo MWL Efecto del secado pov @fommizacion en la conceniéracion final de
AEC & los complegos sokdos AEC- 50D,

Tanto &l uso de la estufa, come &l secado por atormizacidn, conllevan el uso
de altas ternperaturas. En el case del secade en estufa, a pesar de que la
termperatura fue moderada (40 °C), el tiernpo de exposicién fue alto. Sin embargo,
en el secado por atornizacidn, a pesar de que el tiempe de exposicidn fue menor, la
ternperatura del interior del atomizador aleanzd 1600C,

Con el fin de obtener informadén de la cantidad de AEC encapsulado
cuando el proceso de secado empleado no conlleva la utilizadén de calor g2 estudis

gl secade per licfilizacién (Figura IV.3.6).
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Figura IV.3.6. Confenddo & AEC de los complefos silidos AEC-3CDs (en base a
su componente mayoritario EG) con concentraciones crecienies de SCDs (0-100
) ws anedo MWL Efecto de la fioilizactiin en la concentracion final de AEC ¢k los
complefos sokdos AEC-FCDs,

En la Figura IV.3.6 sze rmuestran los valores de AEC retenido en los
cotnplejos sélides secados por licfilizacidn, Al igual que en los otros dos métodos
de secado ensayados, el mdxirmo valor se ha obtenido para la mdxirna concentracidn
de 100 mbd de B-CD. Sin embargo, se observa que la cantidad de AEC retenida por
el métode de liofilizacidn (170 mg/g) es sensiblamente mayor a la de log métodes de
secade que usan caler, 48 mgfg mediante estufa v 28 mg/g mediante secade por
atornizacién,

Considerando que el método por liofilizacién ha sido el mds respetuoso con
la cantidad de AEC encapsulade, hadende la suposicidn de que la mdximna
cantidad de AEC que se puede retener en los complejos deshidratados ez 180 mygfg,
la Figura IV.3.7 recopila los resultades obtenides para el secado de los complejos

AEC-B-CDs insolubles por los tres métodos estudiades,
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La representacién grafica de los datos (Figura IV.3.7) musstra daramesnte
como la liofilizacidn fue el método de secado mds eficaz a la hora de evitar las
pérdidas del AEC. Los métodos de estufa v atomizacidn han degradado el aceits en
gl procsse de secado. 56 puede resurmir que la deshidratacidn per estufa ha
provecado una pérdida de compuestos veldtiles durante el secade de casi un 72%,
misntras que el secado por atormizaddn ha sido el mds agresive con el aceite,
generando una pérdida de voldtiles de mids del 30% durante la deshidratacién, Por
tanito, sdlo la rentakilidad industrial de los procesos de secade podria decantar la
elecddn hacda métodos de deshidratacién por calor, los cuales deberfan ser
treticulosamente configurades para minitnizar las pérdidas de aceite esencial que

producer,

Estos resultades sugieren que el método de secado ¥ su temperatura son
importantes en la preparadén de este tipe de complejos sélidos. En un estudio
recients, Haryany ¥ Kunz, en 2011, compararon la estabilidad de las microcdpsulas
preparadas usando distintes métodes de secado, en el que se inclufa 2l secado por

atormizacién y licfilizacién, A& pesar de que la licfilizacién no utiliza calor, estes
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autores demestraren que la merfologia final de la particula es un facter limitante
para la difusidén de oxigene, Aderds, &l tamafio del poro del producto final puede
acelerar la oxidacién debide a la fadlidad con la que el oxigenc entra en las
rratrices v alcanza el AE no encapsulade, Sin embargo, en contraste con esto,
Franke y celaboradores, en 1999, describieron la liofilizacidén come una oportunidad
para produdr aceite de pescado tricroencapsulade con ura buena estabilidad,
trientras que los experimentos llevados a cabo con atomizacén afectaron a la

oxidaddn del aceite debide las altas ternperaturas,

& la luz de los resultades obtenidos en este capitulo, el uso de MWI podria
ger una alternativa para la industria de aromas tante en la preparacidn de
complejos solublas come complejos en estado sdlide AEC-B-CDs, De este modo se
podria minimizar el tiempo de preparacidn de los mismeos, asi come la energia,

resultandeo en un mayor beneficio en términos econdrmicos.

La licfilizacidn ha demostrado ser el mejor método de secado de los
cornplejos sélidos AEC-B-CDs, seguide del secado en estufa v del secado por
atorrizacién, con grandes diferencias en la cantidad de AEC encapsulade presente

en las muestras.
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4. ESTABILIDAD DEL AEC MICROENCAPSULADO CON
PROTEINAS DE SUERO LACTEQ Y MALTODEXTRINAS

La incorporacién de aromas a distintas matrices en la industria alimentaria,
costnética o farmacedtica ha tomade gran relevancia desde que el empleo de la
tricroencapsulacidén pertnite mejorar la retencidn de compuestos veldtiles, asf comeo

su liberacidn controlada (Y oshii et al., 20013,

Cotro se ha descrito en capftulos anteriores, la microencapsulacidn es una
técnica por la cual gotas lquidas o particulas sdlidas son recubiertas por un
material encapsulante (Sheu v Resenberg, 1995), Esta cubierta protege al material
activo del deteriore, limita su evaporacién v ayuda a la liberaddn del misme bajo
las condicienes deseadas. En la industria alimentaria se utiliza para proteger
cotnpusstos voldtiles, flavores, vitamdnas, AE v oleorresinas, bacterias, enzimas v

trinerales.

Las proteinas de sueroe ldcteo (PSL) han demestrade tener propiedades
tricrosncapsulantes muy  efectivas v apropiadas para la preparaddn  de
microcdpsulas solubles en agua mediante secads por atomizaddn (Moreau v
Rosenberg, 1993; Rosenberg v Lee, 1993; Young et al, 1993a, b; Sheu v Rosenberg,
1995; Moreau v Rosenberg, 1996, Rosenberg ¥ Sheu, 1996; Rosenberg, 1997, Moreau
7 Rosenberg, 19938, 1999),

Las maltodextrinas (WMD) tambkién han sido utilizadas come agentes
encapsulantes de componentss alimentarios (Kenyeon v Anderson, 1988 Shahidi y
Han, 1993, Sin embargo, la baja viscosidad de las seludenes que forman estos
carbchidratos hacen que no possan las caracteristicas de ermulsificacidn necsszarias
para encapsular aceites, La estabilidad de la emulsién es critica a la hora de la
microencapsulacién (Kenyon v Anderson, 1988; Rish v Reineccius, 1993), por ello,
cuando se utilizan carbohidrates come las MD o sirepe de maiz sélide come
materiales encapsulantes, es necesario utilizar otre componente que mejore las

propiedades emulsificantes,

En el presente capitulo se describen los resultados obtenidos en el estudio

de la microencapsulacién de AEC utilizands cotno matriz protefnas de suero ldcteo



204 FILaf HEENANDEZ SANCHER

(F5L) o la combinadén de las mismas con MD de distinto grade de hidrélisis (DE 4
¥ 25). Las téonicas utilizadas para la preparaddn de las microcdpsulas fueren

gelificacidn externa, gelificacién interna ¥ secado por atomizaddrn,

Estos proceses de encapsulacién se llevaron a cako en el Departamento de
Ciencia v Tecnelogfa de los Alimentos de la Universidad de Califernia (Davis,
EE.UU, kajo la direcddn del Dr. Rosenberg. En dicho departarmento se llevaron a
cabo los procesos de encapsulacidn propiamente dichos, mientras que los estudios
de cuantificacién de AEC encapsulado se llevaron a cabo en la Universidad Catdlica

San Antonio de Murcia.

La gelificaddn externa, tal v como se desaribe en el capitule de materiales v
métodes, conlleva el goteo de la emulsidn de la protefna desnaturalizada vy AEC en
una solucidén de CacCli para la formacidn de las microcdpsulas. Sin embargo, las
tricrocipsulas obtenidas por gelificacién interna se consiguieron por tmedio de la
acidificacién del sisterna afladiendo dcido acético gladal que provoca la liberacidn
del ién de caldo del CaCO: v la gelificacidn de la emulsidn, formande las

rricrocdpeulas,

Durante el proceso de secado por aternizacidn las ermulsiones iniciales
fueron sometidas a un proceso de secade peor una corriente de aire a alta
ternperatura (160 "C) que perrnite gue €l material active (AEC) preserts en la
etnutlsidn quede atrapade dentro de la pelicula del material encapsulante, en este

caso la proteina nativa (sin desnaturalizar) con WD,

Una vez formadas las diferentes rmicrocdpsulas conteniende AEC ze evalud
su estabilidad almacendndolas en distintas condiciones. Fara ello, v come paso
pravio, fue necesario la eptimizaddn del métode de extraccidén del AEC contenido

en las microcd psulas,

41, OPTIMIZacIoN DEL METoDD DE ExTRaccoIN DE AEC DE Las
MICEOCAFPSULAS

FPara la optimizacidn del método de extraccidn del AEC retenide en las
diferentes microcdpsulas se escogid una muestra representativa de cada una de las
técnicas empleadas en la preparaddn de microcdpsulas: gelificacidn externa,

gelificacién interna ¥ secado por atomizacidn,
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La eleccién del métode de extraccidn del AEC presente en las
microcdpsulas supuse la realizaddn de un estudio previo en el que las muestras
tueron tratadas con mezclas de disolventes orgdnicos, ¥ posteriormente se llevd a

cabo la cuantificacién del AEC por GC-MS,

Las tmezdas de disolventes orgdnicos utilizadas fueron hexanotsopropancl
(1:1) ¥ acetoratagua (4 1), Para llevar a cabo la extracciédn, 5 mL de cada una de las
trezclas de extractantes se afiadisron a 0,15 g de las microcdpsulas, Las rmuestras se
agitaron en un vortex ¥ se mantuvisron en un baflo de ultrasonidos a diferentes
ternperaturas (4, 25 v 70 0C) v diferentes tiempos de sonicads (5 15 v 30 min).
FPosteriormernte, las muestras fueron centrifugadas a 3000 g durante 10 min v los

sobrenadantes se analizaren por GC-MS,

Los datos experitmentales represenitados en las Figuras IVA.1 v 2, muestran
el contenido de AEC extraide de las microcdpsulas cuando se utilizd una mezda de
hexane: isopropanel (1:1) v acstona: agua (4 1),

Tal ¥ come refleja la Figura IVA.LA, utilizando come agente extractante
hexanoisopopanol, les resultados demostraron que el mayor rendimiento en la
axtracddn de AEC de las microcdpsulas produddas por gelificaddn externa se
produjo con un tiempo de sonicado de 15 min a una temperatura de 50 ' (134,27
mgfe microcdpsulas), Merece la pena resaltar gue a todas las termnperaturas
ensayadas, el mayor rendimiento en la extraccidn se obtuve con 15 min de
sonicado., Esto puede deberse a que un mayor tiempo de sonicado provoca la

pérdida de parte del AEC,

En el caso de las microcdpsulas generadas por gelificacidn interna (Figura
I'V.4.1.B) el rendirniento de la extraccidn fue menor que en el caso de las produddas
por gelificacidén externa. Este podria deberse a que las micrecdpsulas produddas
por gelificaddn interna contienen una mener cantidad de AEC (por ¢l proceso de
gelificadén). & pesar de los resultados obtenidos (Figura IV.4.1.B), es evidente que
en las microcdpsulas producidas por gelificacién interna, la extracddn con
hexanotisopropanc] (L1) produjo el mayor rendimiento ultilizando ultrasenidos 15
rrin a 50 'C (0,4 mgfg microcipsulas), al igual que en el caso de la gelificacidn
axtarna.

En cuanto a las micrecdpsulas generadas mediante secado por atormizacién

(Figura IV.4.1.B), los resultados wolvieron a indicar que la extraccidn con
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hexancisopropancel aplicande 15 min de sonicade a 50 2 (246,13 mgfg
microcdpsulas) es &l Sptime para la extraccidn del AEC, al igual que en los des
casos anteriores, En este caso, la cantidad de AEC extraida fue las mds alta de los
tres métodos de encapsuladdn comparades. Este resultade indica que la estructura
fisica del polve generade por secado por atomizacidn puede favorecer la extraccién

del aceite encapsulade,

En la Figura IVA.2 5= reflejan los resultados obtenidos en la extracddn de
AEC mediante la mezda acstona: agua (1), Con esta mezda de disolventss la
cantidad de AEC extraida en todos los casos fue menor que cuando se usé
hexanoisopropancl, Adermds, este métede de extraccidn fue mudhe mds
heterogéneo en cuanto a los resultados obtenidos, evidenciande en menor medida
que las mejores condiciones de extraccidén eran 15 min sonicande a 50 'C, En ests
caso se volvid a repetir el resultado que mostraba que las microcdpsulas fabricadas
por gelificacién interna retenfan una rmenor cantidad de AEC (0,25 mgfg de
tricrocapsulas) que las producidas por gelificacidn externa o secado por

atormizacidn.

Comparande log resultades obtenidos para secade peor atomizaddn y
gelificacidn externa, wolvid a evidenciarse que la extraccidn de AEC e mids
favorable en el case de las microcipsulas generadas por secado por atornizacién
(138 mg /) que por gelificacidn externa (100,4rmgfg).

Del andlisis de estos resultades se puede concluir que el métode éptirno
para la extraccidén del AEC encapsulado por gelificacién externa, gelificacién
interna y secado por atornizacidn es la utilizacidn de hexanotisopropanacl (1:1) cotro
agente extractante en un medio con ultrasonides durante un tempo intermedio de

15 mina 500
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LEC [mngig cucrocdpsulas)

LEC feng/g crucrocdosalas)

AEC [mpig micmoipmulas)

Temperatura [9C)

Figura IV.4.1. Extraccidn del AEC wmedianie laufilizariin de Hexan: sopropanol
(1;1) Efecto del fempo de sontcadn y la femperafura (barvas negras: 5 mi bavas
Frises claro; 18 min; bvas grises oscuvo; 30 wmein), La Figurm IV.41A represenia
lzs micocapsulas vealizade por gelificacion exiema La Figum IV.L1LB
represemia Lo micocdgpsulas vealinadms pov pelificaciom inferna y la Figum
IV d.1.C reflefa las i ocdps ulas realizado me dante secado por @omazactin,
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AEC [ongg cruorecdpsuala)

& EC [mp/g meoracipsulas)

AEC [ngfg cncrecipsulas)

Teerpeanaca [F0)
Figura IV.4.2, Exfaccion de AEC medionie laufilizacion de AcefnaAgus (41

Efectn del femmpo de somicadn y la temperafr a (bevas negros 5 man; bovas grises
clawn; 15 mwL; bovas grises osouvas; 30 man), La Figura TV A2 A vepresenia Lo
macrocapsilas vealizadas pov gelificacitn exferna La Figura TV.A.2.B representa
las miocapsilas realizadas pov gelificacion mifenay la Figura IVA.2.C muesia
las microcapsulas ablenidas medimte secado por af otz acidn.
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42 EFlcacia DE La ENCAFSUL ACION

La eficada de la encapsuladén (EE) se define como la reladén entre la
cantidad de aceite esendal tedrice (adicienade a la emulsidn indcial) v la cantidad

de AEC encapsulado (presente en las microcdpsulas obtenidas).

Fara calcular esta relacidn, es necesario hacer una cuantificacidn indcial del

AEC al final de cada proceso de encapsulacién,

Log resultados obtenidos tras la encapsulacién de AEC por los diferentes
métedos empleadeos: gelificaddn  externa, gelificacién interna vy secade por
atornizacidén se musstran en la Tabla IV.AL Todes los andlisis se realizaren por

triplicado, con un valer de DE no mavyer al 2% en todos los casos.

La eficacia de la encapsulacidn (EE) se calculd en base a la cantidad tedrica
de AEC en la emnulsién inicial v su reladén con la cantidad de AEC presente en las

microcdpeulas al final del proceso (EcuacionIV.4.1),

Cantidad _ AEC _ Encapsulado
Camtidad _ AEC _Tedrica

% EE =

x100  [rvaal

En la encapsulacién por gelificacidn externa y por gelificacién interna se
ensayaron distintos porcettajes de AEC (20, 25 ¥ 30%) en la ernulsidn inicial para
evaluar el efecto de esta concentracidén en la EE. La EE del procese fue
independisnte dal porcentaje de AEC presente en la ermulsidn inicial (Tabla IV.4.1).
En el caso de la complejacidn por gelificaddn externa, la EE estuvo en torno al 50%
cuando se usaron emulsiones iniciales con el 20%, 25% o 30% de AEC, En las
microcdpeulas obtenidas por gelificacidn interna, la EE del proceso fus tan baja que
no se pudo apreciar este efecto. El uso de secado por atomizacidn para la obtencién
de las microcdpeulas se llevd a cabo mediante la utilizacién de emulsiones iniciales
que contenian un 25% de AEC v por fanto tampoco se valerd el efecte de la

concentracidn de AEC enla EE.
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Tabla IV4.1. Eficana de encapsulamon parales diferentes microcdpsulas

Contenid Contenido
Métod o Muestras ':;‘ 1;1 f") teorico  EE %)} DE
Ie
0% AEC 112,00 232,07 48,97 | 0,44
Gelificacion 5% AEC 134,97 289,87 48,08 | 0,45
Externa (GE}
0% AEC 174,73 349,47 49,96 | 0,47
250 rpm 1,07 232,07 0,4 | 0,02
0%,
AEC | 400rpm 0,40 232,07 0,17 | 0,002
700 rpm 0,20 232,07 0,09 | 0,003
250 rpm 0,40 289,87 0,14 | 0,001
Gelificacion 959
Interna(GL [ 7~ | 00rpm 0,23 289,87 0,11 | 0,002
700 rpm 0,27 289,87 0,09 | 0,007
250 rpm 1,80 340,47 0,51 | 0,010
30% | 0 0,47 349,47 0,13 | 0017
LEC TR v 4 v '3
700 rpm 0,53 349,47 0,15 | 0,007
10% PSN
+10% MD 246,13 282,87 g7,01 | 1,20
DEZS
109% PSH-
. 10% MWD 165,00 289,87 58,33 | 1,30
Seca .u PIIJ"I 9594 DE4
atomizacion AEC
SA
(54} 5% FSM-
15% MWD 262,33 282,87 92,79 | 2,10
DEZS
5% FEM-
15% WD 171,00 289,87 60,43 | 1,35
DE4
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Cuando se compara la eficacia de la encapsulacién de AEC por medio de
gelificaddn externa y gelificacidn interna se okservd daramente la ineficacia de la
gelificaddn interna para encapsular AEC, Esta ineficada puede deberse a diferentes
motives: en pritmer lugar podria deberse al proceso en sf de encapsulacidn o a que
alguno de sus cormponentes impiden la correcta encapsulacién. En segundo lugar
hay que tener en cuenta que la cuantificacién del AEC encapsulade se llevé a cabo
trascurride un mes desde su elaboracidén, tiempo en el que las muestras se
congervaron en Nals al 0,02%, a 4'C, por lo que el AEC podria hakerse perdido an

aste perfodo ds tiempo,

En cualquier caso, en ambos métodos de encapsulacidn transcurrid el
misme tiempe ¥ bajo las misrmas condiciones hasta que se cuantificd el AEC, por lo
tanto los resultados pueden ser comparables ¥ se puede afirmar que el proceso de
gelificaddn externa fue mds eficaz en la encapsulacidn del AEC (48,55% ws 0,2%)

(Tabla IVA.1].

En cuanto a la EE dal secade per atomizacidrn, éste que fue claramente

superior a la del métedo de la gelificacidn externa (Tabla IV.4.1).

En este método de encapsulacidén se ensayaron distintos porcentajes de PSN
v MD (10% PSN+ 10% MD; 5% PSHN+ 15% MD) v MD con distinte grade de
hidrélisis (Valer DE 4v 25),

Analizando los resultados obtenidos se pueds observar que tanto el
porcentaje de MD  atilizado, comeo el grade de hidrdlisis de las mistnas
condicionaka la EE (Tabla IV.4.1). De este modo, 52 vio que para un mmistno valor
DE (DE 25) la EE aumentd del 87 al 92% a la vez que la concentracién de MD
tamnbidn lo hacfa de 10 a 15%. El grado de hidrélisis de las MD tambidén dermostrd
ger un factor impertante en la eficada de encapsuladén, asf se observd que las
rmuestras que contenfan MD DE 25 mostraron una EE mucho mayer que cuando se
utilizé WMD DE 4 (87% ws 53%). Estos resultados coinciden con los descritos en la

bitlicgrafia por Yoshi etal. (2001),

& la luz de los resultados obtenidos, se puede concluir que a tiempo 0
(transcurride un mes de la encapsulacién) el métode ez mds efidents para la

sncapsuladdn del AEC fue €l secade per atomizacidn,
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4.3 ESTaBILIDAD DEL AEC ENCaPsSULADD CON EL TIEMFO Y La TEMPERATURA
DE ALMACEN A MIENTO,

La encapsulacidn de componentes arormatioos conlleva, enla mayorfa de los
casos, un obligado perfodo de almacenarmients antes de su uso en alimentacidn u
otrog sectores. Por tanto, a la hora de elegir el métode de encapsuladdn a emplear
&5 itmportants tener en cuenta 1o 58lo la retencidn inicial del material active sino

tarnbién la cantidad retenida durante el altnacenarmiento de las microcd psulas,

Una vez analizada la EE de los métodos estudiados, se realizd el estudic dea

estabilidad del AEC en funcién del tiermnpeo ¥ la temperatura de almacenamiente,

Para ello, se selecciond una tnuestra representativa de cada una de las
técnicas de encapsulacidn del AEC que dieron resultados dptimes de EE

(gelificacién externa y secado por atormizacidn).

Para llevar a cabe el estudio de estabilidad se selecdend una muestra de las
microcipsulas preparadas por gelificacidn externa (GE), ¥ deos muestras de las
microcipsulas preparadas mediante secade por atorrizacidn (SA) en las que la

tinica diferencia era el valor DE de las MD utilizadas (4y 25) (Tabla IV.4.2).

Tabla IV.4.2, Muestra seleccionadas paraestudio
de esfabilidad.

10% PSDIN + 25% AEC-GE
10% PSN + 10% MD DE 4 58A + 25% AEC
109 PSIN + 10% IMD DE 25 SA + 25% AEC

Las muestras se almacenaron en viales teflonados de cristal sellades, en
oscuridad y en monodosis a distintas termperaturas: 4, 25 y 40'C. La estabilidad de
las musstras se siguid durante un pericdo de 30 sernanas. La cuantificacién del
AEC se llevd a cabo a tiermpo 0, 2, 4 10, 20 v 30 semmanas. Los resultados de las
pruckas de estabilidad para las diferentes muestras quedan resumides en la Tabla

IvV.4.3
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Tabla IV.4.3. Estabilidad del AEC encapsulado con el éempo v la tewper aliza,

AEC (mg/g microcapsulas)
Muestras  T* {%C) Semanas
] 2 4 b1} 1| 30

4 134,27 9890 100832 97,99 8750 %50
5% EG 25 134,27 120,00 79,41 73,83 70,00 BE,32
40 134,27 11025 &3.78 75,97 73,81 7LEE
10% ML + 4 746,13 185,82 177,51 177,50 172 4% 170,00
10% ML 25 746,13 173,36 160,71 158,20 155, 7% 158,58
DE 25 40 248,13 230,78 16175 102,73 9E,05 95, 55
10% ML + 4 165,20 150,40 102,52 102,90 102,35 10z 75
10% ML 25 165,20 122,15 101,63 29,10 100,62 100, 12
LE 4 40 165,20 120,14 98,12 74,00 71,08 1& 04

La Figura IV.43 muestra los datos de estabilidad del AEC encapsulade

trmediante gelificacidn externa y almacenadeo a 4, 25y 40 #Z,

100

AEC (%)

40 -

anr

0 1 1 1 1 1 1
1} 5 10 15 0 25 | a5

Tiempo [semanas]

Figura IV.4.3. Efecin de la temperatira de abnacenmrienio en el confenido de AEC
de s mimocdpsulas preparadas por gelificaciin exferna (20% AEC-GE) fras el
abnacenamiento a diferentes omperaburas; () 40, (0) 15 'C y (W) 400C,

En todos los cases, la concentracién de AEC cayd de forma brusca en las 4
primeras sermanas de almacenamiento para, a partir de ese momento, permanecer
constante, En esas 4 primeras sernanas, la pérdida de AEC fue del 40% para las

microcdpeulas almacenadas a 25 %C y 40 'C (Figura IV.4.3. (o}, [ 7)), mientras que las
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rmuestras almacenadas a 4 °C sufrieron una pérdida del 25%. La temperatura fue un
factor determinants en la pérdida de AEC de las micrecdpsulas ya que influye an el
equilibrio dindmice que regula la particidn de fases del AEC entre la fase sélida
(rricrocdpsulas) v la fase gaseosa (espacic de cabeza de los wiales de
altnacenarmiento).

Los estudios llevades a cabo con el AEC encapsulado con 10% FSL y 10%
MD mediants secado peor atornizaddn rmostraron diferencias significativas en la

pérdida de AE dependiendo del valor DE de las MD utilizadas,

La estakilidad de las microcdpsulas fabricadas con WD DE 25 se muestra en

la Figura I'V.44,

nn

ED 1

B0

AEC [®)

an 1

an A

u 1 1 1 L 1
] 4 10 15 n 5 an ]

Tiampo [semanas)

Figura T¥4.4, Efecio de latemper afura de abmacenamiento en el confentdo & AEC
de las muest o preporade medianfe secado por aondzacidn (10% FSN + 10%
MD DE 25) tras el abracenmraenio a diferentes fomperafuras: (o) 4'C, (0) 25 'C y

(%) 401,

En el caso de las muestras almacenadas a 4 'C se observd una pérdida del
28% de AEC en las 4 pritmeras setnanas ¥ a partir de ahf la concentracién de AEC
permanedd constante hasta el final del estudio (semana 30). El perfil de AEC
sncapsulade en las ruestras almacenadas a 25 C fue ruy similar a las anteriores,
con la Gnica diferencia de que en la sermana 4 del estudio la pérdida habia sido del

6% de AEC. La conservaddn a 40 C, produjo una drdstica caida hasta la semana
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10, memento a partir del cual la pérdida se mantuve constante en un valor de 60%

hasta el final dal estudic

Los resultades obtenidos para las microcdpsulas fabricadas con MWD con
valor DE 4 s muestran en la Figura IV.4AB. En este caso, las musstras altmacenadas
a4y 251G, tuvieron el mistme comportarniento, perdiende en ambos casos un 38%
de AEC en las 4 pritneras sernanas de almacenamniento. Sin etrbarge, el
altmacenamiento a 40 0C de las microcdpsulas resultd en una pérdida de casi la
totalidad del AEC encapsulado, alcanzdndose una pérdida del 90% del AEC de

forma progresiva hasta el final del estudio (semana 20,

lag
B0
Il =
BO | i o3
)
[
]
1
mys
a b
D 1 1 1 1 1 1
a 5 10 15 20 5 30 35

Twempo [s2manas)

Figura IV.4.5. Efecén de la tenperabra de abnacenmrienio en el confenido de AEC
de L muestra prepovadas mediante secado pov afomizaciin (10% PSN + 10%
MD DE 4) & el abnacenamienio o diferentes fesrper duras: (o) 410, (0 25'C
(W40,

Cotmeo conclusidn podermos decir que el grade de hidrdlisis de las MD
influye en la dnética de likeracidén del AEC encapsulade siendo mds estables las
microcdpsulas fabricadas con las maltodextrinas (MD) con mayor grade de
hidrélisis, Este resultade apoya el obtenido en el apartado anterior en el que las MD

con mayor grade de hidrélisis presentaban mayor EE para el AEC,



216 FILaf HEENANDEZ SANCHER

Los resultados de de las prusbas de estabilidad demestraren que a pesar de
que la EE de las microcdpsulas preparadas por gelificacién externa ne fueron los
mejores, s{ mestraron una mavyer capacidad de retencidn de AEC con el tiempo v la
ternperatura de almacenarento que las muestras atornizadas, en las gue en el
trejor de los casos las pérdidas fueron del 35% frente al 25% observade en las

truestras preparadas mediante secado por atornizacidn,
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1. CONCLUSIONES

Los estudios llevados a cabo en la presente Tesis Doctoral han llevado a las

siguientes conclusiones:

1

Eugencl come parte del sisterma multicompeonente dal acsite esencial

de clave o come compussto pure es encapsulade por By HP-B-CDs.

El uzo de B-CDs da lugar a la formacidn de complejos de inclusién con
estequiomnetria de orden mayer a 1il cuando son preparados a
concentraciones saturantes del compeonente a encapsular, La formacidén
de complejos de inclusidn con estequiometria 1:1se produce cuande la
concentracién de eugenol puro o aceite esendal de clave se reduce por
debajo de su lmite de solubilidad. En el caso de HF-B-CDs les
cornplejos de inclusién formados presentan slempre una estequiormetria
11, independientemente de la concentracién del ocompueste a

encapsular en el medio.

Los walores de Ke para la complejadén de eugenol puro son menores
que les obtenidos para la complejacidn de eugenol come componente
deal aceite esencial de clave, tanto en el caso de B- cotmo HP-R-CDs,
indicande que la presencia de otros componentss en el AEC favorecen
la complejacién de eugencl. Ademds, la complejacidn en B-CDs

presenta valores de Kemayores que en HP-B-CDs,

La utilizacién de p-CDs permite la formacidn de complejos sélidos de
inclusién con aceite esendal de clave, pero no cuande se utiliza sugenol
purc. El usc de HP-P-CDs no da lugar a la formacdén de complejos

sélides en ningtn caso.
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5

El usze de micreondas come fuente de energia para la formacidn de
complejos sélides de aceite esencial de clave con p-CDs es mds eficaz

que el uso de ultrasenidos,

El uszo de liofilizacidn come método de deshidratacién mejora el
rendirmiento del procese global de produccidn de complejos sélidos de

AEC-B-CDs.

El AEC pusde ser encapsulade utilizande protefnas de suero ldcteo ¥
maltodextrinas, El método de encapsulacidn que mejor se adapta al uso
combinade de protefna de suero ldcteo-maltodextrinas v aceite esandal
de clavo es el secade por atomizacidn, seguide por el método de

gelificacidn externa,

Las microcipsulas fabricadas mediants el procese de gelificacidn
externa son las que ejercen una trayor proteccdn sobre el aceits
esencial encapsulado frente al tiempo v la  temperatura de

altmacenamiento,
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1. INTRODUCTION

Essential oils and extracts of various species of edible and medicinal plants,
herbs, and spices constitute very potent biological active agents. They have a
cotnplax cotnpesition, containing from a few to several hundred oonstitusnts,
mairly hydrocarbons and oxygenated compounds. Both, hydrocarbons and
oxygerated compounds are responsible for oders and flavors, generated by

aromatic plants as secondary metabolites (Ebrahimi ot al., 2008).

Clowe oil {CO) is an essential oil contained in the dried flower buds, leaves
and stern of the tree Syrygin aomaticwm (Eastern Hemisphere) or Eugenia
caryophyilata and Eugenia aromaticum (Western hernisphere) (Schimid, 1972), It has
been used for centuries as an anesthetic for toothaches, headaches and joint pain
(Shelef, 1983 Soto et al, 1995). Clove has received attention as an ideal fish
anesthetic (Adkerman et al, 2002, Wagner et al, 2003; Hoskonen and Pirhonen,
2004; Roubadch et al, 2005) and it has been used as a fragrant and flavoring agent in
a variety of food and cosmetic products (Atsumd et al., 2001; Fujisawa et al,, 2002,

Ito etal,, 2008,

Eugencl (EG) (4allyl-2-methoxyphencl) is the principal constituent of the
essential CO, accounting for 90-95% of the total il armount (Brioczzo et al, 1989,
Gulcin et al.,, 2010). It has a strong phenelic stmell and sharp acrid taste (Mouchreck,
2000; Ozturz et al, 2008), Thiz phenclic compound has shown several biclogical
activities such as anti-inflarnmatory activity, analgesic activity, anti-oxdative

activity and anti-bacterial activity.

In the food industry, clove is often used in the form of ground, extracted
ssgential oil or cleoresin, but always in a small amount due to its intense flavour,
Howewer, the use of CO could be a problem in industrial applications due to its
high wolatility and low stakility. Hence, irritation the mucesa and skin, pungent
taste, volatility, light sensitivity and poor water solubility make it unsuitable to use

as such.

Considering the effectiveness and convenience of the application of
esgential CO and its main compeound EG, the introduction of these compounds into
food and oosmetic products has many challenges, These food ingredients are

susceptible of degradatien due to environmental stress conditions such as
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termperature, humidity, light, oxygen, interaction with other food ingredients and

wolatility of the aromatic compounds,

Encapsulation is the technique by which one tmaterial or a mixture of
triaterials is coated with or entrapped within another material or systern. The coated
triaterial is called active or core material, and the coating material is called shell,
wall material, carrier or encapsulant. The development of rricroencapsulation
products startad in the 1950s with the research on pressure-sensitive coatings for
the manufacture of carbonless copying paper (Green and Scheicher, 1955),
Encapsulation technolegy iz now well developed and accepted within the
pharmaceutical, chermical, cosmetic, foods and printing industries (Augustin et al,,
2001 Heinzen, 200%), In food products, fats and eils, aromatic compeounds and
olecresing, vitarnins, rninerals, colorants and enzymes have been encapsulated

iDziezal, 1988; Jackson and Lee, 1991; Shahidi and Han, 1993,

The sirnplest form of microcapsules may consist of a core surrounded by a
wall of uniform or non-uniform thickness, The core material may be compeosed of
just ore or several distinet types of ingredients whereas the carrier could be single
or multilayered. The microcapsules are generally additives to a larger system and
must be adapted to that system. Consequently, there are a number of performancs
requirements placed onmicrecapsules. 4 limited number of encapsulating methods
axist (Versic, 1988) (Figure VI.L1), but an encrmous range of different materials can
be used including proteins, carbohydrates (CDs, MDs, gumms) and lipids (Brazel,
1999). The choice of wall materials depends upon a number of factors induding:
expected product objectives and requirements; nature of the core material; process
of encapsulation; economics and whether the coating material is approved by the
Food and Drug Administration (US) or European Food Safety Authority (Europe)
{Armrita et al., 1991)
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Chemical Process _ Mechanical Process
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Figure VI11, A Schemafic ilhsivafion of dffereni processes of
encapsulaion of flavours comp ounds

Being aware of the problems associated with the use of essential COand its
main compound EG, the aim of this study was using encapsulation as a teel in
order to protect these sensitive boactive compounds from degradation, eliminating

unwanted effects and improving the effectivensss of their use in the industry,
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2. MATERIALS AND METHODS

Fhase solubility studies were carried out according to the method described

by Higuchi and Conners [ 1965), with some modifications.

Formation of the inclusion cormplexes was verified by GC-MS or UV-vis

spectrophotometry analysis,

In the first set of experitnents and in order to obtain the signal for the
analite in the mass spectrotmeter, a control sample of essential CO was spiked. As it
is known, the main cormnpound of essential CO was eugenol (Figure IV.1.1), which
wag used to prepars a calibration curve (Figure IV.13). All the GC-MS results of

essential CO are given on the basis of its main compeound EG.

solid inclusion cormplexes of essential CO-p-CDs were prepared according

to the method described by Souto in 2009, with some modifications,
The precipitates obtained (solid complexes) were dried using three different
trethods: vacoum oven (VO), spray drier (SD) and freeze drier (FO,

The microcapsules obtained using whey protein, maltodextrins (WMD) and
sssential CO (Figure II1.14) were prepared using the caldum mediated external,

and applying internal methodologies and spray drying,
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3. RESULTS AND DISCUSSION

In the first set of experimnents, the encapsulation of EG and essential CO
waz carried out by molecular indusion with CDs. To optimize and design
controllable and advanced essential CO/EG-CDs carriers for food, cosmetic and
other industrial applications, fermation processes of comnplexes between CDs and
egzential CO/EG were characterized by solubility studies. Furthermore, the
evaluation of the use of MWI for preparing solid essential CO-CDs complexes was
carried out in order to evidence the advantages of this method and to overcorme the
drawhbacks assodated with traditienal complexation method. In addition, different
methods were used to dry the sclid essential CO-CDs complexes obtained to

evaluate its influence on the essential COfinal concentration in the solid complaxas,

Mot only molecular inclusion with CDs was used to encapsulate essential
CO. Whey Protein isolated (WP and Maltodextring (WMD) were also used as wall
mraterial for the encapsulation. For this purpose external gelation, internal and

spray drying were usad to obtain the microcapsules,

Prior to the aquecus solubility studies of essential CO in the presence of
CDs, a GC-M3Z characterization of essential CO was carried out. The major peak

obtainied was EG (Figure IV.4.2.3), as could be dermonstrated by the mass spectrum,

To ensure the reliability of the assay, the validation of EG quantification
methods used in this study (GC-MS5 and UWV-Vis spectrophotomstry) was
performed taking inte account the following parameters: linearity, limit of

detection (LOD), limit of Quantification (LOGQ), precizion and ruggedness,

The results showed GC-MS as the most sensitive method for the EG
determination and quantification of the satnples (Table IV2.1), giving aLOD value
of 3210+ + 0004 (gl for GC-MS aggainst 22-10°% + 0.005 (mgsmL) for
spectrophotometric quantification, The LOQ value was also smaller for GC-MS
quantification (1.1 10++ 0005 ps 72-10% £ 0.007 {tmg/ml). For this reason, if abscence
of further reference, all the determinati ons were performed by GC-IMA.

The solubility shadies were carried out according to the method described
by Hipuchi and Connors in 1965 with some modifications. When the complexaton
of EG with B-CDs was studied and the slope of the linear portion of phase solubility
diagrarm of EG was calculated (0-2 M B-CDs) (Figure IV.1.6), the result obtained
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was approxmately 5, indicating the formation of complexes with a stoichiometry

greater than 1.1 for EG and B-CDs.

To extend the investipation of the binding betwween EG and B-CDs and in
order to caloulate the Ke of EG B-CDsg, the complexation behawior of soluble EG at
lowr B-CDs concentrations was examined by UWV-vis spectrophotormetric analysis. In
this experiment the concentration of soluble EG was kept constant, while the CDs
concentration ranged up to 3 mMM. Complexation of EG with B-CDs at EG
concentrations below its aqueous solubility limit (5g), clearly reflects a 101
stoichiometry complex formation. (Figure IV.1.6) However, when the complexation
studies between EG and p-CDs were carried out at EG concentrations above 3p and
at high p-CDs concentrations (up to 15 mb), inclusion complexes with a higher
stoichiometry order for EG were formed (reflected by a slope > 1 in the phase
solubility diagrams’ (Figure IV.1.6).

The association constant Ko betweeen EG and B-CDs was calculated
sesurning a 11 stoichiometry for the complexes formed at lowe EG and B-CDs
concentration, by applying three different treatrnents to the spectrophotormetric
data Connors, Benesi-Hildebrant and Scatchard, giving as a result a Ko value of
S804 + 218 M1 (Table IV.11).

The complexation study of EG in the presence of the modified HP-B-Chs
showed alinear response (& -type profile). The Ko walue for that complexation wes

455 + 159 M (Figure TV.1.11)

The Kc walue for EG and B-CDs was higher than that obtained for its
modified HP-B-CD (2,804 + 218 and 455 + 199 M, respectively). [tis sssumed that
the side chain of HP--CDs might interrupt EG indusion within the hydrophobic
cavity of HP-B-CDs.

When the aqueous solubility of essential CO wras studied in the presence of
increasing CDs concentrations, different patrons of behavior were observed in the

presence of the native B-CDs os its modified HP-B-CDs.

In the case of B-CDs, phase solubility diapram obtained was a Bs-type with
a slope walue of the linear portion of approximately 5, indicating the formation of
inclusion cotnplexes with a stoichiometry higher than 11 (COiCDs) with respect to

asgential CO.
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In order to study the binding process of essential CO and B-CDs, the
complaxation behavier of seluble essential CO at low B-CDs concentrations was
exarnined by UV-vis spectrephotometric analysis. In this  experiment the
cotncentration of soluble essential CO was kept constant, and CDs concentration
ranged from O to 3 mbd. When increasing concentrations of B-CDs were added to
the reaction mediurm, an exponential decay in the absorbance at 282 nm was
cheerved, The association constant between assential CO and p—CDs was calculated
applying Connors, Benesi-Hildebrant and Scatchard treatments to the experitmnental
data, assuming a 11 stoichiometry for the formed complexes at low essential CO

and B-CDs concentration, giving a Kewvalus of 17,584 £ 256 ML

The complexation of essential CO with B-CDs at concentrations below its
aquecus solubility lirmit (5, dearly reflects a 11 steichiometry complex formation,
Howewer, when the complexation studies between essential CO and B-CDs were
cartied out at essential CO concentrations above % and at high B-CDs
concentrations (up to 13 mMd), indusion complexes with higher stoichiometry order
for essential CO (reflected by a slepe = 1 in the phase solubility diagram) were

formed.

When the essential CO solubility study was carried out in the presence of
HP-B-CDs, a linear response was obtained as CDs concentration increased (Figure
I'V.2.12), This linsar response corrasponds to an Auv-type profile with 2 Kevalue 2002
+ 205 ML This linear relationship with a slope value lower than 1 suggests a 1:1
stoichiometry for essential CO-HP-P-CDs complexes. This linear prefile is typical
for modified B-CDs and indicates the high aqueous solubility limit of the formed
cotrnplaxas, These results differ from those obtained previously for the
cotnplexation of essential CO with p-CDs, in which inscluble essential CO-B-CDs
cotnplexas were formed. The K value of essential CO-p-CDs was higher (17584 +
914 1) than in the case of essential CO-HP-B-CDs (2005 £ 225 I 4,

From the results obtained in the selubility studies between essential CO

and p-CDs, it was assumed that solid complexes could be easily prepared.

Given the importance of scaling up for the industrial preparation of solid
cotrplaxas and based on these results, this study was directed to the preparation of
solid indusion complexes (CO-B-CDs) using MWL This process might, therefore,
avold the disadvantages associated with the use of an ultrasound bath (small scale

and tirme-consurring).
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To optimize the solid complexes preparation method, two different forms
of energy wera used: ultrasonic and MWI The analysis of the results showed that
complexation of essential CO with B-CDs was higher with a doble MWI treatment
(Figure IV.3.3). In contrast, the use of ultrasonic energy allowed levels 3 fold lower
for essential CO in both seluble and solid complexes essential CO-B-CDs (Figures
IV3.2and IV.3.3).

Once the method was established, the formation of both soluble and
insoluble ezsential CO-B-CDs complexes was carried out using MWI with a double
treatment of the sarmnples. The profile of the dissolved essential CO with increasing
B-CDs concentration {0 to 100 mbd) obtained under MMWI (2T) showed that the
sssential CO disscolved was approximately 3-fold higher than when a concentration

range below the B-CDs solubility limit was used (Figure IV.3.2).

Many studies have been focused on the complexation of essential CO, but
none has considered the effect of the drying method used to obtain solid aompleaxas
ort the final essential CO concentration. In this study, the method used to dry
obtained solid essential CO--CDs complexes was studied to evaluate itz influsncs

orl the final essential CO concentration in the compleaxas,

The results suggested that the drying method and temperature are
inportant in the preparation of solid complexes, Quantification of the essential CO
in the preparation of solid cornplexes after applying different drying methods,
dearly identified the freeze drying of samples (FO) as the best method for drying
thetr, followed by wvacuurn oven [(VO) and spray drying (5D) which led to
significant differences in the amount of encapsulated eszential CO. According to the
obtained results and considering FD as the best method (100% of retention of
essential CO) the use of spray drier and vaccum oven for drying the solid inclusion
cormnplexes caused losses of 80 and 72% of the essential CO, respectively (Figure

Iv.3.7.

On the other hand, the microencapsulation of essential CO using whey
proteins, maltodextring with different DE value (DE 4 and 25) as wall material and
essential CO at different concentrations (20, 25 and 30%) allowed the formation of
different microcapsules achieved by applying three different methods: internal

gelation, external gelation and spray drying (Table IV.4.1),
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The efficacy of encapsulation (EE) was calculated based on the relationship
betwaen the amount of theorical essential CO (initially in the emulsion) and the

arnount of real essential COin the final microcapsules (Ecuation IV.6.1)

Bazed on the EE value, microcapsules prepared using spray drying showed

the highest essential CO retentior,

The effect of maltodextring DE value on EE of spray dried microcapsules
was avidenced, In this sensze, the retention of essential CO inaeased when the DE
walus increased from 4 to 25 (58.33% ws 87.01%). The use of external gelation as a
methed to prepare microcapsules allowed 50% of EE. However, internal gelation

rricrecapsules showed no retention of essential CO,

Throughout the titne, the effect of termperature (4, 25 y 40 vC) was studied in
prepared external gelation microcapsules (10% WP+ 10% MD + 25% essential CO,
and spray dried microcapsules (10% WPI + 10% MD DE 4+ 259% eszsential CO; 10%
WEPI+ 10% WD DE 25 + 25 % essential CO) (Figura IVA.3, IV.44 and IV 4.5}

The analysis of the data showed a pronounced effect of the termperature in
the final essential CO retention. The increase of ternperature from 4 WC to 40 'C

reflectad logses of essential CO in all samples.

Despite of the fact that prepared external gelation microcapsules did not
account for the best EE walues, higher levels of retention (F5%) were obtained

cotrpared with spray dried microcapsules,

DE walue was determinant in the stability of spray dried microcapsules; in
this case, it was also evident the effect of the increase that the DE value (from DE 4

to 25) had in the essential CO retention.
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4. CONCLUSIONS

The studies undergone in the present Doctoral Thesis lead to condude the

fellowing:

1. Eugenel as main compound of essential clove il can be

successfully encapsulated in both B-CDs and HP-B-CDs.

2. The use of saturated eugencl concentrations allow the formation of
indusion complexes with a stoichiometry higher than 11, The
formation of inclusion complexes with a steichiometry 11 is produced
at pure Eugencl or essential clove oil concentration below its solubility
litnit. The use of HP-B-CDs for the eugensl cornplexation pertrit the
formation of complexes with stoichiometry 11 regardless of the core

material concentration.

3, Pure eugeneol Ko values were found to be lower than those for the
complexation of Eugenocl as main comnpound of essential clove oil with
p- and HP-B-CDs. This result signals the presence of minority
compounds in the essential clove oil that favor the eugencl
commplexation. Moreower, B-CDs Kc values were greater than HP-B-

CDs K values in all cases.

4. Essential CO fortns inscluble complexes with B-CDs, whereas no
inseluble cotnplexes can be obtained in the case of EG. The use of HP-

B-CDe do not allow the formation of selid cormnplexes

5. The use of microwave irradiation as energy source to prepare solid
assential CO-B-CDs cormplexes could be better recormnimended than the
use of ultrasound energy for the industrial scale CO-B-CDs cornplexes

preparation with kbetter yvields, and at a lower cost of production.
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B Freeza drier can be considered as the best method to increase the

yield of the glokal solid cornplexes essential CO-p- CDs production,

7. Essential CO can be encapsulated using whey protein and
maltodextring, The best method for their use as wall material is spray

drying followed by the external gelation method.

B Microcapsules prepared using external gelation show greater
essential clove oil protection against temperature conditiens

throughout the time,
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