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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se evaluaron 7 tipos de ciclodextrinas
(CD) con el objeto de determinar la formacion de complejos de inclusion, para ser
utilizados como fijadores de aromas. Los fijadores de aromas que se utilizan
comunmente, disminuyen la tasa de evaporacion de las fragancias presentando
toxicidad crénica al ser utilizados, segun Lamas (2011, p. 12). Las CD encapsulan
los aromas para una posterior liberacion controlada, sin presentar efectos
secundarios a diferencia de los anteriores. Las CD elegidas para este fin fueron a-
ciclodextrina, B-ciclodextrina (BETA), y-ciclodextrina, 2-hidroxietil-B-ciclodextrina, 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina, metil-B-ciclodextrina y propil-p-ciclodextrina y los
metabolitos utilizados fueron eugenol, timol y carvacrol.

Para ello, se us6 simulacion computacional utilizando los programas Avogadro,
SYBYL Xy SYBYL 8, y el programa UCSF Chimera, calculando valores energéticos
mediante la mecanica molecular (MM) y dinamica molecular (MD). Lo anterior se
realizd con el fin de determinar cual(es) de las CD evaluadas presentaban mayor
estabilidad para ser preparadas a nivel de laboratorio. Se eligieron los valores
menores a 0 KJ/mol, los cual indic6 que la formacién de los complejos de inclusion

se ve favorecida.

Segun los resultados computacionales se eligié la 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
(HPCD), asi como con la B-ciclodextrina (BETA), para preparar los complejos de
inclusion en el laboratorio, realizando una modificacion al método de la variacion de
solubilidad, propuesto por Higuchi & Connors en el afio 1965 realizando una
modificacion al método de Benesi-Hildebrand (Hernandez, Lépez, Lucas &, Nufiez,
2012).

Se determind experimentalmente, que se formaron los complejos de inclusion -
ciclodextrina-eugenol (BETE), B-ciclodextrina-timol (BETT), [-ciclodextrina-
carvacrol (BETC), 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina-carvacrol (HPBC), 2-hidroxipropil-
B-ciclodextrina-timol (HPBT), mediante las constantes de equilibrio de los 5

complejos preparados, obteniendo valores menores a 1.



Los datos obtenidos en la simulacion fueron congruentes con los
experimentales, ya que satisfactoriamente se formaron 5 de los 6 complejos
preparados, segun los valores de las constantes de equilibrio que se obtuvieron,
con lo cual se determind que si es posible el uso de las CD para acomplejar eugenaol,

timol y carvacrol.



Il. INTRODUCCION

Los productos que poseen aromatizantes, tales como perfumes o productos
de cuidado personal, son utilizados por las personas de manera frecuente. Para
poder prolongar la duracion de las fragancias se les agregan aditivos que evitan la
evaporacion de los aromas, y otros aditivos tales como preservantes, colorantes,
entre otros.

Entre los fijadores que son utilizados se encuentran los de origen natural y
sintético. Los fijadores naturales se pueden obtener de plantas y animales, mientras
los sintéticos se obtienen en el laboratorio mediante sintesis o modificacion de
moléculas de origen natural. Estas sustancias disminuyen la velocidad de
evaporacion de las fragancias, las cuales estan compuestas de aceites esenciales.
La eleccion del fijador depende de varios factores, tales como el costo, la duracién
deseada de la fragancia y el tipo de producto que se formula.

Se ha determinado que muchas de estas sustancias fijadoras pueden causar
diferentes efectos en los organismos de las personas que los utilizan con frecuencia,
provocando desde alergias hasta dafios severos, tales como esterilidad y dafios en
organos, segun lo menciona Lamas (2011), por lo que el uso de alternativas de
fijadores que no causen ningun efecto representa una oportunidad en las industrias
para disminuir o minimizar estos efectos nocivos. Una de las sustancias que se
utiliza como agente fijador debido su capacidad para encapsular sustancias son las
ciclodextrinas, las cuales son anillos formados por 6, 7 y hasta 8 moléculas de
glucosa.

El presente trabajo de investigacion se desarrollé utilizando la quimica
computacional como herramienta para realizar simulaciones para la accién fijadora
de ciclodextrinas en metabolitos secundarios aromaticos. Posteriormente se realizé
la parte experimental en la cual se pretendié determinar la actividad fijadora de las
ciclodextrinas y comparar los datos tedricos con los experimentales, preparando
complejos ciclodextrina-metabolito secundario en el laboratorio.

Se espera que los resultados obtenidos sean de utilidad en la industria

cosmeética o farmacéutica a nivel nacional, para sustituir fijadores de aromas que



pueden ser perjudiciales, por las ciclodextrinas, lo cual podria contribuir a mejorar
la calidad de vida de los usuarios de estos productos disminuyendo la probabilidad
de sufrir problemas relacionados con el uso constante de estos.

En el primer capitulo se hablara brevemente sobre los aceites esenciales y los
compuestos de los que estan conformados, tipos y caracteristicas de las fragancias.

En el segundo capitulo se describe la naturaleza de los metabolitos
secundarios de interés, en este caso son eugenol, timol y carvacrol, los cuales por
los grupos funcionales que poseen, son clasificados como metabolitos secundarios
fendlicos. Asi mismo se exponen generalidades, origen, usos, aplicaciones y
toxicidad de estos.

En el tercer capitulo se describe todo lo concerniente a las ciclodextrinas,
origen, tipos, caracteristicas fisicas y propiedades quimicas, usos, aplicaciones, asi
como la formacién de los complejos de inclusién ciclodextrina-metabolito
secundario.

En el cuarto capitulo se trata de una breve descripcion de la quimica
computacional y de las herramientas que esta posee para simular la formacién de
complejos formados por diferentes tipos de ciclodextrinas y los metabolitos
secundarios fendlicos eugenol, timol y carvacrol.

En el quinto capitulo se detalla el disefio de la investigacion, la cual inicié con
el disefio computacional de los complejos ciclodextrina-metabolito, optimizacion de
los mismos y la posterior determinacion de las ciclodextrinas a utilizar en la parte
experimental. Posterior a esto se prepararon en el laboratorio, en condiciones
experimentales muy similares, los complejos de inclusién y se determind, mediante
analisis instrumental, la formacion de los mismos.

Al llevar a cabo la metodologia que en el presente trabajo se describe, se
determiné la efectividad de las ciclodextrinas como agentes fijadores de aromas,
para que puedan ser utilizadas como una alternativa en la industria de las

fragancias, que no causa ningun efecto por su uso prolongado.



1. ANTECEDENTES

Los componentes de algunos productos utilizados para el cuidado personal de
uso cotidiano, pueden provocar alergias en personas con sensibilidad a estas
sustancias, y pueden provocar dafios al organismo, debido a la acumulacion por
uso prolongado de dichos aditivos, los cuales son utilizados como disolventes y
diluyentes sin olor, fijadores de perfumes (en aguas de colonia, entre otros). Algunos
de estos compuestos estan considerados como posibles agentes mutagenos,
carcindgenos y toéxicos para la reproduccion humana, refleja el estudio publicado
por Lamas (2011).

Hernandez (2011), utilizé ciclodextrinas para formar complejos de inclusion
solidos con el aceite de clavo para su utilizacion como preservante en la industria
de alimentos, empleando para su formacion diferentes métodos, y diversas fuentes
de energia para la formacién de los complejos, para determinar el costo de
produccion y el mejor rendimiento. El estudio fue realizado para la estabilidad de la

formacién de complejo ciclodextrina-aceite esencial de clavo.

Se han realizado varios trabajos de investigacion formando complejos de
inclusion, otro ejemplo de esto fue el trabajo realizado por Lou (2011), quien realizé
un andlisis de la mecéanica molecular de la formacion del complejo entre el
a-naftalen carboxilato (NC) y el cucurbit[8]urilo (CB8) utilizando el programa de
simulacién SYBYL. El procedimiento fue llevado a cabo en medios no solvatado y
solvatado, observando que no existe diferencia energética aparente entre las
simulaciones en ambos sistemas. Las energias de estabilizacién en funcion del
recorrido del sustrato presentan formas muy similares; ambos procesos demuestran

gue la formacién del complejo de inclusién es termodinamicamente favorecida.
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Lou (2011) evalud la separacion enantiomérica del acetato de 3-metil-5-
metilpentilo mediante su interaccion con diferentes ciclodextrinas, a través de
calculos utilizando mecanica molecular. Las ciclodextrinas evaluadas fueron a-
ciclodextrina, [-ciclodextrina, metil-B-ciclodextrina, propil-B-ciclodextrina, 2-
hidroxietil-B-ciclodextrina, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina y la y-ciclodextrina, las

cuales formaron complejos de inclusion.

Torres (2014) realizé la evaluacion de los datos de energia de la formacion de
complejos de inclusion con ciclodextrinas para la separacion enantiomeérica del 3-
metil-5-metilpentilo, contemplando los valores menores a 0 KJ/mol, lo cual indica
que pueden formarse los complejos al prepararlos de forma experimental,
analizandolo de forma entalpica. Se determiné que la 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina
y la y-ciclodextrina presentaron los perfiles de energia necesarios para la formacién

de los complejos de inclusion ciclodextrina-3-metil-5-metilpentilo.
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[11.1 Marco Tedrico
CAPITULO No. 1 ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales son productos obtenidos a partir de material vegetal,
utilizando diversos métodos, tales como arrastre con vapor, procedimientos
mecanicos, entre otros. Son una mezcla de sustancias volatiles, las cuales son
producto del metabolismo secundario de las plantas teniendo en su composicion
hidrocarburos de la serie polimetilénica pertenecientes al grupo de los terpenos, asi
como otros compuestos tales como alcoholes, compuestos fendlicos, ésteres,
éteres y aldehidos (Flores, 2010).

Los componentes de los aceites esenciales se caracterizan por su origen
biogenético: los terpenoides son biosintetizados a partir de los pirofosfatos de
geranilo y farnesilo a través de la ruta del &cido mevalonico o del metileritritol fosfato;
y el grupo de los compuestos aromaticos y fendlicos que son sintetizados a través
de la ruta del Shikimato, dando como producto compuestos derivados del
fenilpropano o del acido malénico, la cual es menos frecuente (Mérida, 2012, p.14;
Avalos & Pérez-Urria, 2009, p. 12).

Son los responsables del aroma de algunas flores y semillas, algunos
presentan actividad Optica, debido a la gran cantidad de compuestos que poseen
centros quirales, siendo Util esta propiedad para determinar su pureza, ya que cada
uno posee un indice de refraccion Unico. Son propensos a reacciones fotoliticas y a
oxidacion, lo cual puede provocar cambio del aroma y de la coloracion, por lo que
al almacenarlo es necesario colocarlo fuera del alcance de la luz y en recipientes
completamente cerrados para evitar estos cambios indeseados (Bauer, Garbe &,
Surburg, 1990; Bruneton, 2001; Mérida, 2012).

Los aceites esenciales poseen actividad antifingica, antiviral, antimicrobiana
e insecticida, su peso molecular es menor a 400 Da, la mayoria son liquidos
transparentes a temperatura ambiente, aunque se pueden encontrar ligeramente
coloreados, generalmente son menos densos que el agua, con excepciones tales
como los aceites del ajo (Allium sativum L.), sasafras (Sassafras albidum) y clavo

(Syzygium aromaticum) segun Mérida (2012).
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1.1 COMPOSICION DE LOS ACEITES ESENCIALES

Los aceites esenciales, son una mezcla compleja de variados componentes,
pudiéndose encontrar en ellos de 60 a 200 sustancias diferentes, siendo algunas de
estas los terpenos, las cuales son las sustancias mas volatiles, y estos pueden
clasificarse en monoterpenos, formando cadenas de diez carbonos, que pueden ser
aciclicos, monociclicos o biciclicos, constituyendo méas del 85% del aceite esencial.
Asi mismo estan presentes los sesquiterpenos, conformados por 15 carbonos que
pueden presentar variaciones estructurales iguales a los monoterpenos, siendo las
mas comunes, alcoholes, cetonas e hidrocarburos, segun lo menciona Mérida
(2012). En la siguiente tabla se pueden observar ejemplos de los monoterpenos y
sesquiterpenos que conforman algunos aceites esenciales, asi como los grupos

funcionales que estan presentan en estos.

TABLA No.1 Ejemplos de monoterpenos y diterpenos presentes en los

aceites esenciales

SESQUITERPENOS MONOTERPENOS

Grupo funcional Nombre de Grupo Aciclicos Monociclicos Biciclicos
metabolito funcional
Hidrocarbu_ros  B-bisaboleno, Alcoholes Geraniol, Mentol Borneol
mono- o B -cariofileno. citronelol
policiclicos
Alcoholes Patchulol, Aldehidos Geranial,
farnesol citronelal
Cetonas B -vetivona, Fenoles Timol, carvacrol,
Nootkatona eugenol.
Aldehidos Sinensales Cetonas Tagetona Carvona, Alcanfor
mentona
Esteres Acetato de Esteres Acetato de Acetato de
cedrilo citronelilo isobornilo
Eteres 1,8-cineol  Oxidos de rosa

Fuente: (Mérida, 2012).
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CAPITULO No. 2 METABOLITOS SECUNDARIOS FENOLICOS EN ESTUDIO
(EUGENOL, TIMOL Y CARVACROL)

Los metabolitos secundarios fendlicos son compuestos biosintetizados a partir
de la ruta del shikimato, obteniéndose compuestos derivados del fenilpropano,
como lo es el eugenol, y las rutas del &cido mevaldnico y metileritritolfosfato, donde
pueden obtenerse el timol y el carvacrol. En la figura No.1 y No.2 se observan las
rutas biosintéticas antes mencionadas.

Eritrosa-4 Acido fosfoenolpiravico
fosfato (de la glicdlisis)
(de la ruta de las
pentosas fosfato)
Ruta del dcide
siquimico

Fenllalanina

Acido Acido cinamico
galico

Taninos hidrolizables

Flavonoides

Taninos condensados

Figura No.1 Esquema de las rutas biosintéticas de los metabolitos
secundarios fendlicos
Fuente: (Avalos y Pérez-Urria, 2009)
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Figura No.2 Esquema de las rutas biosintéticas de los terpenoides
(Fuente: Hernandez, 2011)

Los metabolitos secundarios fendlicos se encuentran presentes en menor
proporcién que los terpenoides, los cuales son los componentes mayoritarios que
conforman los aceites esenciales. La mayor proporcion se trata de alil y propenil
fenoles, asi como aldehidos, segun lo menciona Flores (2010). Como ejemplo de

aceites esenciales se observa la tabla No.2:
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TABLA No.2 Ejemplos de aceites esenciales que poseen metabolitos secundarios

fendlicos en su composicion

Anis, hinojo, peregjil, clavo, nuez

moscada, estragon, albahaca,
cadlamo aromatico, canelas, clavo,
orégano, tomillo.

Fuente: (Flores, 2010).

En la tabla No.3 se presentan algunos metabolitos secundarios fendélicos que forman
parte de la composicion de algunos aceites esenciales.

TABLA No.3 Ejemplos de metabolitos secundarios fendlicos

Anetol, anisaldehido, apiol, metil-
chavicol, eugenol, safrol, asaronas,

cinamaldehido, timol y carvacrol

Fuente: (Flores, 2010).



16

2.1 EUGENOL

El eugenol es una molécula derivada del fenilpropano, presente en varios
aceites esenciales de plantas aromaticas, siendo el principal componente del aceite
esencial de clavo, donde puede encontrarse en un 49-98 %. (Chaieb et al., 2007).

La figura No.3 permite apreciar los grupos funcionales presentes en el eugenol.

OH

CH;

Eugenol

FIGURA No.3 Estructura del Eugenol, componente principal del aceite de clavo
Fuente: (Hernandez, 2011).

2.1.1 PROPIEDADES

El eugenol posee muchos otros beneficios entre los cuales se puede
mencionar sus propiedades antibacteriana, antivirica, antitumoral, anestésica,
insecticida, hepatoprotectora, antidiabética, antiinflamatoria, antiplaquetaria,

antiestress, anticarcinogénica y antipirética (Hernandez, 2011).

El eugenol posee propiedades antifungicas, debido a su accién sobre la
membrana celular, lo cual induce la muerte de las células, segun demostraron Cox,
Man y Markham (2001). Es efectivo para combatir Candida albicans, Trichophyton
mentagrophytes, Aspergillus niger. (Tampieri, Galuppi &, Macchioni, 2005; Pawar &
Thaker, 2006).
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2.1.2 USOS Y APLICACIONES

Gracias a los estudios realizados, es posible utilizar el eugenol en la industria
farmacéutica y alimenticia como antimicrobiano asi como para retrasar los
productos de oxidacion, lo cual hace que aumente la vida util y permanezcan las
propiedades originales de los productos preparados. (Gulcin, Gungor, Beydenir,
Elmastas &, Kufrevioglu, 2004). En odontologia se aplica como desinflamante,
desinfectante y anestésico. En la industria cosmética y de cuidado personal, se
utiliza en la elaboracién de jabones, sprays bucales, soluciones orales, dentifricos,
tintes para cabello, perfumes y fragancias, principalmente en las de la familia olfativa
oriental y oriental especiada, tratamientos de cosmética corporal, cremas

hidratantes faciales y maquillaje de labios (Hernandez, 2011).

2.1.3 TOXICIDADES/CONTRAINDICACIONES

No existen estudios epidemiolégicos en cuanto al consumo y uso externo del
eugenol en seres humanos, sin embargo, se han realizado ensayos de laboratorio
utilizando ratas, y debido a lo exitosos que estos han sido, la Food and Drug
Administration (FDA) acepta su uso en la industria alimentaria, medicinal,
cosmeética, entre otras, con una concentracion menor a 1500 ppm. Asi mismo la
EPA (Enviromental Protection Agency) de los Estados Unidos de América, lo
cataloga como pesticida de riesgo minimo. La OMS (Organizacion Mundial de la
Salud) considera como dieta ingesta diaria aceptable de 2,5 mg/Kg-dia. La ingestion
de altas dosis de eugenol puede causar dafios respiratorios, fallos hepaticos, y
depresion del sistema nervioso central. La dosis letal descrita es de 3,75 g/Kg de
peso corporal (Hernandez, 2011).
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2.2 TIMOL

El timol es el principal componente del aceite de tomillo, el cual es un
monoterpenoide fendlico, ciclico, como se ve en la figura No. 2 el cual se encuentra
en un porcentaje que varia del 36 — 55 % en el tomillo (Timus vulgaricus)

(Dominguez, 1997). En la figura No.4 se puede observar la estructura del timol.

OH

Timol

Figura No. 4 Estructura del Timol, componente principal del aceite de tomillo
Fuente: (Uniiquim, 2016)

2.2.1 PROPIEDADES

Los componentes fendlicos del aceite de tomillo (T. vulgaricus), timol y
carvacrol, presentan actividad antibacteriana frente a bacterias grampositivas y
gramnegativas, ya que actuan sobre la membrana bacteriana. Posee actividad
antiséptica al ser eliminados por via respiratoria, asi mismo es un antiséptico
urinario y de la cavidad bucofaringea, y puede ser utilizado en la desinfeccién de

heridas; es efectivo frente a Candida albicans.
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Posee propiedades sobre los sistemas respiratorio, inmunitario y circulatorio.
Se utiliza como ténico energizante natural. Beneficia los tractos intestinal, pulmonar
y genitourinario. Es un excelente antiespasmadico, antitoxico, antiviral, antiséptico,
astringente, diurético, afrodisiaco, bactericida, cicatrizante y parasiticida (infojardin,

s.f.; cepvi, s.f.).

2.2.2 USOS Y APLICACIONES

Se utiliza como antimicrobiano y antifingico en el tratamiento de frutas y
verduras para alargar su vida atil. Una mezcla preparada con eugenol, mentol y
timol, ha sido utilizada para inducir un aumento de la vida util de uva sin semillas.
En estudios posteriores, se utilizaron mezclas de eugenol, timol y carvacrol en
combinacion con técnicas de envasado activo o de atmosfera modifica MAP
(Modified Atmosphere Packaging), en diversas variedades de uvas, se pudo
observar que la adicidén de esta mezcla conserva mejor las uvas, con menor pérdida
de firmeza y de acidez, menor acumulacion de azucar y disminuye los cambios de
color. Ademas, tanto el recuento de aerobios mesdfilos como de mohos y levaduras

fueron inferiores en las uvas tratadas lo cual menciona Valero et al. (2006).

2.2.3 TOXICIDADES/CONTRAINDICACIONES

Los preparados de la plantas de las familia de las Lamiaceaes, las cuales
poseen timol en su composicion son en general, muy seguros de consumir, en
especial si se ingieren sus preparados naturales y sin dosis excesivas. Sin embargo,
los aceites esenciales de estas pueden provocar efectos toxicos en las personas
gue lo consumen. No se recomienda la ingesta de estos en mujeres dando lactancia
0 en estado de gestacion, ya que no se conoce en detalle, los efectos que podrian
causar, ya que puede tener efectos abortivos.

El consumo, en dosis elevadas, de los aceites esenciales de estas plantas
podria ocasionar algun tipo de intoxicacion, dando como sintomas fuertes dolores

estomacales y de cabeza, mareos, diarreas y vomitos (Plantasparacurar, s.f.).
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Esta reportado que el uso del timol puro, por tiempo prolongado y en grandes
dosis puede ser corrosivo y caustico por contacto con la piel, pudiendo causar dafios
irreversibles en los ojos, problemas de alergia; es tdxico por ingestién e irritante por
inhalacion, debiendo evitarse inhalar sus vapores e ingerirlo, asi como evitar el

contacto con la piel (Desde la piquera, s.f.).
2.3 CARVACROL

El carvacrol, como se observa en la figura No.5, es un terpenoide, fendlico,
ciclico, principal componente del aceite de orégano, el cual esta presente en un 91-

98%. Al igual que el timol y el eugenol, posee propiedades antioxidantes, actividad

farmacoldgica, etc.

OH

Carvacrol

Figura No.5 Estructura del carvacrol, componente principal del aceite de orégano
Fuente: (Candida Hub, s.f.)
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2.3.1 PROPIEDADES

El carvacrol posee propiedades farmacoldgicas, siendo utilizado en el
tratamiento de algunos problemas digestivos, siendo muy recomendado para atacar
la flatulencia, ya que facilita la eliminacion de los gases atrapados en el tubo
digestivo. Debido a esto es muy recomendado para aquellas personas que
presenten meteorismo y flatulencia. Asi mismo promueven la funcion biliar, lo cual
favorece la digestion, y el movimiento intestinal, por lo que combaten los problemas
de estrefiimiento, digestion lenta y problemas digestivos en general,

recomendandose el ingerirlo posterior a las comidas.

Se utiliza en el tratamiento de resfriados o catarros, y problemas bronquiales,
Es antimicético, ya que previene infecciones de hongos tales como la candidiasis.
La resistencia fungica a los componentes del orégano es muy rara. De hecho, el
orégano es un agente anti-fingico tan poderoso que es capaz de destruir hongos
gue han sido mutados en el laboratorio como resistentes y formas resistentes de
hongos que resultan de la terapia antibiética. Es también un poderoso antioxidante
debido a la presencia de compuestos fendlicos. También puede proteger contra una
amplia variedad de infiltracién parasitos diferentes, tanto dentro del cuerpo, asi
como el entorno fisico. Esto incluye los gusanos redondos, gusanos planos
chinches, piojos, pulgas y mosquitos (Willey, Sherwood &, Woolverton, 1997; Fan,
2008; Bartels, 1980).

2.3.2USOS Y APLICACIONES

La combinacion de eugenol y carvacrol con cinamaldehido es utilizada para
aumentar el rendimiento de animales rumiantes destinados a la produccion de leche
y carne, asi mismo para mejorar el sabor de la carne de ave, mediante dietas
enriquecidas con bajas dosis de estos metabolitos. Otros documentos evidencian el
uso combinado de ambos compuestos en la industria alimentaria como agentes

aromaticos imitando el sabor de cola (Gautier, Kamel &, Doane, 2011).
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2.3.3 TOXICIDADES/CONTRAINDICACIONES

Los aceites esenciales del orégano no son tdxicos si se consumen en su
estado natural en bajas dosis. Sin embargo, los aceites esenciales de la planta de
orégano pueden ser catalogados como toxicos, ya que causan efectos narcoticos,
dando como sintomas suefio, somnolencia o adormecimiento en algunas partes del
cuerpo, pueden ser abortivos y pueden causar problemas en el periodo de lactancia.
No se recomienda el consumo de los componentes del aceite esencial del orégano
a personas con problemas de gastritis, colon irritable, Ulceras ya que el consumo de
estos aceites esenciales puede ocasionar un aumento de los sintomas en personas

gue presenten estas afecciones (Plantasparacurar, s.f.).
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CAPITULO No.3 CICLODEXTRINAS (CD) COMO FIJADORES

1.1 FIJADORES

Los fijadores de aromas son sustancias que se utilizan para preservar y
aumentar la presencia de las notas olfativas en un perfume. Esto se da gracias a
que los fijadores retienen el olor y disminuyen la velocidad de evaporacion de las
sustancias volatiles al disminuir su presion de vapor. Los fijadores se dividen, segun

su origen, en fijadores naturales y artificiales.
1.1.1 FIJADORES NATURALES

Los fijadores naturales son sustancias que se extraen de organismos tales
como las plantas o animales. Se dividen en sustancias de origen natural y de origen
vegetal, las cuales son afiadidas a las fragancias para retener y prolongar su aroma
(Arctander, 1994). En la tabla No.4 se observan ejemplos de fijadores tanto

animales como vegetales:

Tabla No.4 Ejemplo de fijadores naturales
'FIJADORES VEGETALES ~ FIJADORES ANIMALES
Bélsamo de Peru, liquen de encina, Almizcle, ambar, castoreo.
olibano y resinas tales como pachuliy
vetiver.
Fuente: (Cuy & Merlo, 2004)
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3.1.1.1 VENTAJAS

Son producidos por organismos Vvivos, ya sean animales o vegetales. Son
potenciadores de los aromas, aun siendo utilizados en pequefas cantidades y la
mayoria no interfiere en el aroma de los perfumes con los que se mezclan. No

presentan bioacumulacion en los humanos.

3.1.1.2 DESVENTAJAS

Debido a que se trata de organismos vivos, en el caso de los animales, es
necesario destazarlos y se obtiene solamente una pequefia cantidad de la
sustancia. Al ser de origen vegetal, se obtiene un exudado de origen natural o
patoldgico, en ambos casos se obtiene una cantidad pequefia. Todo esto se traduce
en altos costos y por consiguiente se afectan los ecosistemas debido a que es
necesario eliminar muchos ejemplares para la produccién de perfumes (Lamas,
2011).

3.1.2 FIJADORES ARTIFICIALES

Los fijadores artificiales son sustancias que tienen origen sintético, es decir,
gue no se encuentran naturalmente y es necesario sintetizarlos en el laboratorio
para obtenerlos. En esta clasificacion se puede encontrar al indol, ftalato de dietilo
y ciclodextrinas por mencionar algunos (Lamas, 2011).

3.1.2.1 VENTAJAS

Los fijadores de origen sintético presentan la ventaja de poseer generalmente
un bajo costo de fabricacién, pueden tener mas de una aplicacion a nivel industrial,
por ejemplo, los ftalatos en la industria cosmética se utilizan como disolventes,

diluyentes en productos para ufias y cabello, teniendo como caracteristica especial
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la falta de aroma, ademas de su funcién como fijadores de fragancias en colonias,

perfumes, etc. (Lamas, 2011). Las ciclodextrinas no poseen toxicidad alguna.

3.1.2.2 DESVENTAJAS

La mayoria de los fijadores artificiales tienen la desventaja que pueden causar
bioacumulacion en los seres humanos, pudiendo causar trastornos genéticos y

danos irreversibles.

Algunas sustancias como los ftalatos, se consideran disruptores endocrinos ya
que son toxicos y al acumularse en los organismos, afectan la reproduccion vy el
desarrollo en animales, produciendo un descenso de los niveles de testosterona y
malformaciones del sistema reproductor (Lamas, 2011). Existen estudios que
revelan que las mujeres pueden tener mayores niveles de algunos ftalatos que los
hombres, lo cual puede deberse a que tienen un mayor uso de productos de aseo
y belleza, lo cual es preocupante debido a la exposicion de mujeres en edad fértil
por los posibles efectos sobre el feto. Se ha reportado que puede causar mala
calidad del semen, dafios en el ADN de los espermatozoides, reduccion de las
hormonas masculinas, infertilidad, menor tamafio del pene, reduccién de la
distancia ano-genital, ginecomastia, bajo peso al nacer, endometriosis, obesidad,

resistencia a la insulina, efectos tiroideos, por mencionar algunos (De Prada, 2016).

“Diferentes investigaciones asocian algunos ftalatos a efectos diversos como
malformaciones genitales congénitas (criptorquidias, hipospadias), deterioro de la
calidad seminal, menor fertilidad, feminizacion, desarrollo prematuro de las mamas
en hembras, efectos tiroideos, obesidad, resistencia a la insulina, alteraciones a la
respuesta inmune. Las sustancias que actuan como disruptoras endocrinas no esta
claro que tengan un limite de concentracion minimo que pueda considerarse como

claramente seguro” (De Prada, 2016, p.16).
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Sin embargo, las ciclodextrinas, a pesar de ser de origen sintético, presentan
baja toxicidad y gran cantidad de propiedades, las cuales son Uutiles en la
preparacion de fragancias. A continuacién, se describirAn brevemente las

ciclodextrinas, sus propiedades y aplicaciones.

3.2 CICLODEXTRINAS

Las ciclodextrinas son oligébmeros ciclicos de 6, 7, y 8 unidades de glucosa,
correspondientes a las a-ciclodextrina (a-CD), B-ciclodextrina (B-CD) y vy-
ciclodextrina (y-CD) respectivamente, las cuales son producto de La degradacién
del almidon mediante una reaccién de transglicosilacion intramolecular, llevada a
cabo por la enzima ciclodextrina glucanotransferasa (CGTasa) excretada por
Bacillus macerans. Las CD poseen caracteristicas similares, tanto biolégicas como
bioguimicas, de las dextrinas lineales que son solubles en agua. A las ciclodextrinas
se les conoce con otros nombres como cicloamilosa, ciclomaltosas o dextrinas de
Schardinger (Szetjili, 1998; Villiers, 1981; Eastburn & Tao, 1994; Hernandez, 2011).

3.2 CICLODEXTRINAS (CD) MADRE

Las a-, B- y y-CD poseen todas las glucosas hidroxiladas, por lo que es posible
la formacién de puentes de hidrogeno con el agua, debido a que se encuentran
orientados hacia la parte externa del anillo de ciclodextrina. Sin embargo, su parte
interna es relativamente apolar, por lo que su solubilidad en agua es parcial, lo cual
indica que las ciclodextrinas en agua pueden formar contener en su parte interna
moléculas que posean la misma polaridad, sin modificar su parte externa que es
mucho mas polar. (Brinker & Mieusset, 2010; Hernandez, 2011). En la tabla No.5

se pueden observar las propiedades fisicoquimicas de las ciclodextrinas.
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Tabla No.5 Propiedades fisicoguimicas de las alfa, beta y alfa ciclodextrinas

Propiedades a- CD B-CD y-CD
Numero de glucopiranosas 6 7 8
Peso molecular (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidad en aguaa 20°C 90 16.4 185
(g/L)
Solubilidad en agua a 25 °C 1271 18.7 256
(/L)
Solubilidad en agua a 35 °C 204 28.3 390
(/L)
Diametro exterior (*A) 14.6 15.4 17.5
Diametro de la cavidad (*A) 47-53 6.0 - 6-5 75-8.3
Volumen de la cavidad (*A3) 174 262 427
Altura del cono (*A) 7.9 7.9 7.9
AH° de solucion (KJ/mol) 32.1 34.7 32.2
AS° de solucion (J/K) 57.7 48.9 61.4
pKa(método 12.33 12.20 12.08
potenciometrico a 25°C)
Agua (% en peso) 10.2 13.2-14.5 8.13-17.7

*A= angstroms

Fuente: (Hernandez, 2011).

Las propiedades de las CD son muy similares a la de sus dextrinas analogas
lineales, sin embargo, las CD son 5 veces mas resistentes a la hidrolisis enzimatica
que las lineales. En la Figura No.6, se observan los tres tipos béasicos de

ciclodextrinas, segun la cantidad de glucosa presente en su estructura.
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Figura No. 6 Representacion esquematica de las a-, -y y-CD
Fuente: (Gonzélez, 2012; Kayaci & Uyar, 2012).

3.3 CICLODEXTRINAS (CD) MODIFICADAS
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Algunas CD presentan algunos inconvenientes, por ejemplo, las B-CD que

poseen una relativa escasa solubilidad en agua, la cual se cree que se debe a que

sus dimensiones moleculares son las 6ptimas para que su interior apolar pueda

contrarrestar su polaridad. Se determind que esta CD no es apta para uso

farmacoldgico, debido a su caracter apolar, por lo que al buscar soluciones a este

problema se encontré que la sustitucién de multiples hidroxilos en ambos bordes de

la molécula, utilizando acilacion, esterificacion, eterificacion, lo cual modifica el

volumen de su cavidad interior, llamandose a estas CD modificadas o derivadas.

Las CD sustituidas cubren mas de un tercio de todos los medicamentos que

contiene CD, ya que presentan una alta tolerancia en el cuerpo humano. Las q,

B,
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y y-CD se han podido modificar con mas de 20 sustituyentes diferentes en diferentes
regiones de la molécula de manera selectiva, brindandoles caracteristicas
especificas dependiendo del sustituyente que se afada (Villiers, 1981; Hernandez,
2011). La figura No.7 es un esquema que muestra las ciclodextrinas simples y las

modificaciones que pueden sufrir.

=
3 [ e |

Modificacion quimica o
enzimatica

m | CDs Modificadas

mméa

HF-f-CD's: hidsosdpropdl-g-CDs
HFPE-p-CD's: hidrowietil-3-CDs
DIME=f=CDs: (1.6-dimetl)- B-CD=
TIME-§-CD's: (2, 3, t-trimetl) f-CDs

Figura No.7 Ciclodextrinas simples y modificadas
Fuente: (Hernandez, 2011).
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3.4 CICLODEXTRINAS EN COMPUESTOS DE INCLUSION

Muchos aditivos, utilizados principalmente en alimentos, productos cosméticos
y en la industria farmacéutica, tales como antioxidantes, sabores y aromas,
generalmente resultan sensibles al calentamiento, oxigeno y luz, lo cual afecta sus
propiedades. La formacion de los complejos de inclusion es muy efectiva para la
estabilizacion, proteccién y liberacion controlada de estos aditivos con funciones
especificas. La formacion de complejos de inclusion con ciclodextrina, disminuye o
en algunos casos, evita que sucedan los fendmenos antes mencionados
(Hernandez, 2011).

3.4.1 COMPLEJOS DE INCLUSION

La encapsulacion o formacién de complejos de inclusion es una técnica en la
gue un material 0 mezcla de ciertas sustancias atrapa o encapsula en su interior a
otro material. ElI componente que se recubre se denomina material activo o
huésped, y la cubierta externa se conoce con el nombre de agente encapsulante o
cubierta (Heizen, 2002).

La capsula (complejo de inclusion) mas sencilla formada, consiste en una
molécula huésped rodeada por el material encapsulante, lo cual se llevara a cabo
en la parte experimental de esta investigacion. La molécula huésped puede estar
conformada por un compuesto simple o una mezcla. Existe una amplia gama de
materiales que se utilizan como agentes encapsulantes, los cuales presentan
ventajas o dificultades, por lo que dependiendo de las caracteristicas que se
necesiten y de la finalidad del producto, se elegira el proceso de encapsulamiento.
Se conoce una amplia variedad de sustancias que se pueden utilizar como agentes
encapsulantes, siendo estas proteinas, gomas, carbohidratos y almidones
(Hernandez, 2011).
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Los complejos de inclusion de CD son complejos moleculares caracterizados
por atrapamiento o la union de forma reversible de una molécula de caracter apolar
o lipofilico, por ejemplo, un resto lipofilo de una molécula de farmaco pobremente
soluble en agua en la cavidad interna de CD que posee caracter apolar (Kurkov &
Loftson, 2013). La figura No.8 muestra la formacion de un compuesto de inclusion
en medio acuoso, donde el agua es excluida de la cavidad interior, debido a su

caracter apolar.

Figura No.8 Formacién de complejos de inclusion ciclodextrina-metabolito
secundario (analito)
Fuente: (Colchado, 2014).

3.4.2 USOS DE LOS COMPLEJOS DE INCLUSION

La tecnologia de la encapsulacién ha extendido su uso, encontrando un gran
campo de aplicacion, siendo muy utilizado en la industria farmacéutica, quimica,
cosmeética y alimentaria. En los campos de la alimentacién, cosmética y
farmacéutica, la encapsulacion se ha desarrollado en grasas, colorantes y aceites,
en componentes aromaticos, vitaminas y minerales, por mencionar algunos

ejemplos.
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La encapsulacion se utiliza para disminuir procesos indeseados, evitando la
formacién de aromas indeseables producidos por interacciones entre componentes
de los alimentos, protege de la oxidacion a sustancias fotosensibles, minimiza la
interaccidn entre componentes aromaticos, aumenta la vida util de los aromas
debido a que inhibe la oxidacion de las mismas, ademas de controlar la liberacion
de los mismos dentro de un preparado alimenticio, farmacéutico o cosmético, etc.
(Reineccius, 1991; Tari & Singhal, 2002; Dziezak, 1988; Jackson & Lee, 1991;
Shahidi y Han, 1993).

CAPITULO No. 4 QUIMICA COMPUTACIONAL

La relacion que existe entre el estudio tedrico de las moléculas y el trabajo
experimental en el laboratorio es actualmente una herramienta muy util al estudiar
un sistema quimico. Permite predecir el comportamiento, propiedades e
interacciones de las moléculas de forma tedrica, dando validez o significado a

observaciones experimentales.

4.1 DISENO COMPUTACIONAL

La modelizacion molecular es una herramienta desarrollada para describir las
estructuras de las moléculas, sus propiedades macroscopicas, tanto de moléculas
simples como de estructuras complejas, entre los que se puede mencionar las
proteinas y polisacaridos, compuestos sintéticos tales como polimeros, compuestos
organometalicos, por mencionar algunos. La modelacién computacional permite
observar el comportamiento de las moléculas al estar en solucion, al vacio y al estar

interactuando con otras moléculas.

Es posible, gracias a esta herramienta, estudiar muchas de sus propiedades
al equilibrio y termodinamicas, siendo datos utiles para la realizacion de

comparacion con datos obtenidos en la parte experimental, si se desea.
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4.2.1 CALCULO DE LA ENERGIA MECANICA MOLECULAR

Es un procedimiento tedrico Util que permite calcular la energia y optimizar la
geometria de las moléculas, utilizando las leyes de la fisica clasica para llegar a la
estructura mas estable y describir las propiedades de las moléculas. En este método
la molécula es considerada como un conjunto de esferas (que representan a los
atomos) las cuales estan unidas por resortes (que representan a los enlaces) que

poseen diferente elasticidad (Gonzalez, 2012).

Este método resulta ventajoso porque realiza los calculos en un tiempo
accesible. Los resultados obtenidos son bastante fiables, aunque la molécula pueda
poseer un elevado numero de atomos (Gonzéalez, 2012). Sin embargo, es necesario
poseer conocimientos de programacion para utilizar la mayoria de programas, por
lo que resulta costosa la utilizacién de los mismos para quienes no poseen esta

formacion.

4.2.2 CALCULO DE LA ENERGIA DINAMICA MOLECULAR

La dinAmica molecular simula de forma computacional, el movimiento que
realizan los atomos en una molécula en un intervalo de tiempo. Las interacciones
intermoleculares producen repulsiones, elongaciones, rotacién y cambio de posicion
de los &tomos, llevando a la molécula al estado de equilibrio. Se recoge la posicion
y velocidad instantdnea de los atomos. Asi mismo, se considera la agitacion térmica,

la cual es dependiente de la temperatura a la que se encuentre (Gonzalez, 2012).

Este método evita el uso de reactivos y los ensayos “prueba y error” por lo que
en la realizacion del presente proyecto de investigacion se utilizé la simulacion
computacional como herramienta que permite obtener datos y el comportamiento

de las moléculas bajo condiciones especificas.
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CAPITULO No.5 EQUILIBRIO QUIMICO DE LOS COMPUESTOS DE INCLUSION

5.1 METODOS PARA LA DETERMINACION DE LOS COMPLEJOS DE
INCLUSION
Existe diversidad de métodos para determinar la formacion de los

compuestos de inclusion, tales como métodos termoanaliticos, espectroscopia de
infrarrojo (IR), Cromatografia en capa fina (TLC), electroquimica, resonancia
magnética nuclear (RMN), estudios de solubilidad, espectroscopia ultravioleta
visible (UV-VIS), microcalorimetria, espectroscopia de dicroismo circular por
mencionar algunos. La mayoria de estos métodos son altamente sensibles, arrojan
datos fiables, pero se tiene como desventaja que la mayoria son procedimientos
costosos, requieren solventes con costos elevados, por lo que para fines de esta
investigacion se utilizara la espectroscopia ultravioleta visible y la calorimetria,
debido a la sencillez de la técnica y al relativo bajo costo de los reactivos (Singh,
Bharti, Madan &, Hiremath, 2010).

5.2 CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS

5.2.1 Espectroscopia ultravioleta visible

La formacién de complejos provoca corrimientos en el espectro de absorcion
de la molécula huésped, en este caso, metabolitos secundarios. Durante la
complejacién, el croméforo se transfiere a la ciclodextrina, lo cual provoca una
perturbacién espectral causada, ya sea por la interaccion con la ciclodextrina, por la
exclusion de las moléculas de agua o por una combinacién de ambos efectos, los
cuales se conocen como efecto hipsocromico y efecto batocrémico. Estos pequefios
cambios que se observan en el espectro UV al estar incluidos los huéspedes, son
propiedades muy utilizadas para la determinacién de la formacién de los complejos
de inclusién (Singh et al., 2010).

Skoog (2001) menciona que los hidrocarburos arométicos, en el espectro
visible presentan picos de absorcion intensos a 184 nm, una banda deébil a 204 nm
y otra a 256 nm al no estar sustituidos. Sin embargo las bandas caracteristicas del
benceno se ven afectadas por los sustituyentes en el anillo. Estas sustancias que

desplazan los picos del cromoéforo, no absorben en la region ultravioleta y se



35

denominan auxocromos. Con los datos de absorbancia obtenidos es posible
determinar si se da la formacion del complejo deseado. La tabla No.6 muestra

algunos ejemplos de auxocromos Yy algunas de sus caracteristicas.

Tabla No. 6 Ejemplos de auxocromos y sus efectos en el espectro

electromagnético.

COMPUESTO TIPO Amax Emax

(nm)

HZCWCH3 Olefina 184 10,000
CH Diolefina (no | 185 20,000
H.C W 2

conjugada)

Diolefina 217 21,000
_~CH, ’
HZC/\/ (conjugada)

Triolefina 250 | -——---
HQC/WCHZ

(conjugada)

O Cetona 282 27
H3C/U\/\/CH3
O Cetona 278 30
insaturada
ch)w 2 | (no
conjugada)
O a,p - cetona | 324 24

I insaturada 219 3,600
HaC _~CH,

Fuente: (Skoog, Holler &, Nieman, 2001)
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5.2.2. Método de la variacion de solubilidad.

Anteriormente se describié el caracter apolar de las CD en su cavidad interna,
excluyendo las moléculas de agua de su interior, sin embargo debido a que en la
parte externa cuenta con numerosos grupos —OH, las convierte en sustancias
hidrosolubles. Esta capacidad de las CD es util para aumentar la solubilidad de
sustancias que no lo son o que son ligeramente solubles en agua. Aunque los
complejos de inclusién formados son menos solubles que las CD sin acomplejar,
Hernandez (2011) menciona que la solubilidad de las moléculas hidrofébicas se ve
mejorada de un 10 al 300%. El método de la variacion de la solubilidad se utiliza

para determinar en qué relacion molar se obtienen los complejos (Ver anexol).

El método esta reportado utilizando una concentracion en exceso del metabolito y
variando la concentracion de ciclodextrina. Para fines de la presente investigacion
se realiz0 una modificacion, en la cual se mantuvo constante la concentracion de
ciclodextrinas y se vario la concentracién del metabolito. Esta reportado que los
complejos CD-metabolito presentan una relacion estequiométrica 1:1. Fue
necesario realizar una modificacion al método de Benesi-Hildebrand (Hernandez,

Lépez, Lucas &, Nufez, 2012) (ver anexo 4).
5.2.4 Equilibrio Quimico

Se esperaria que las reacciones quimicas se llevaran a cabo completamente, sin
embargo en condiciones de laboratorio no sucede de esa forma ideal. Las
concentraciones utilizadas, la temperatura y presion son factores que afectan las
reacciones quimicas. La expresion de la constante de equilibrio (Keq) describe la
relacion que existe entre reactivos y productos, permitiendo calcular la cantidad de

sustancia que no ha reaccionado cuando la reaccion ha alcanzado el equilibrio.
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IV.  JUSTIFICACION

Desde tiempos antiguos la fabricacion de fragancias ha tenido parte en las
diferentes culturas, siendo adquiridas por diversos procesos y materia prima de
origen natural o sintético. A pesar de los avances tecnologicos en la industria
cosmética y farmacéutica, se ha contado con el inconveniente de la corta duracién
de las fragancias, debido a que en parte los aromas se conforman de sustancias de
naturaleza volatil, por lo que se ha precisado recurrir a la utilizacion de sustancias

gue permiten la duracion de las fragancias por mas tiempo.

Segun Cuy y Merlo (2004, s.n.p) “un fijador es una sustancia poco volatil, con
buen poder de disolucion que disminuye la presién de vapor de las esencias e
impide su rapida evaporacion”, pudiendo ser de origen animal, vegetal o sintético.
Sin embargo, estudios recientes han revelado complicaciones derivadas de la
utilizacion de fijadores sintéticos en productos cosméticos, tales como el ftalato de
etilo que puede provocar problemas testiculares en mamiferos, y otras sustancias
gue pueden causar problemas como alergias, toxicidad y bioacumulacion, como lo

mencionan Dadd y Tarcher (1997, s.n.p).

Por lo anteriormente descrito, surge la necesidad de buscar un sustituto natural
de los fijadores, que no represente riesgo alguno al ser utilizado, tanto en la industria
cosmética como en la farmacéutica. Las ciclodextrinas son moléculas de azlcares
capaces de formar complejos con compuestos afines a su estructura interior tales
como metabolitos secundarios (Villiers, 1981, p 112, 536-538; Schneiderman &
Stalcup, 2000, s.n.p).

Para la presente investigacibn se analizaron 7 tipos de ciclodextrinas
disponibles comercialmente, formando complejos de inclusion con moléculas
huésped, en este caso especifico, metabolitos secundarios aromaticos de facil
obtencidn y relativo bajo costo, siendo estos: eugenol, timol y carvacrol, que por su

caracter apolar presentan afinidad con el interior de las ciclodextrinas. (Hernandez,
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2011, p.97; Szejtli,1998, p.1743-1753; Villiers, 1981, p 112, 536-538; Schneiderman
& Stalcup, 2000, s.n.p). Por las caracteristicas que proporcionan las ciclodextrinas
tales como biodegradabilidad, mejoramiento de la estabilidad térmica de principios
activos labiles e inhibicion de la degradacion por hidrélisis, oxidacion y fotdlisis de
los metabolitos secundarios, ademas no son bioacumulables ni alérgenos
(Hernandez, 2011, p.91-96), se consideran apropiadas para su analisis y utilizacion
en este campo. Asi en este trabajo se propone la utilizacion de ciclodextrinas como
fijadores de metabolitos secundarios aromaticos para la fabricacion de fragancias,
determinando asi la efectividad de su uso, segun los datos obtenidos de forma
experimental. Los metabolitos estudiados se pueden obtener de los aceites
esenciales de plantas que se cultivan en Guatemala, y estan presentes en algunas
plantas que pertenecen a las Lamiaceaes, donde se puede mencionar al tomillo
(Thymus vulgaris L), orégano (Origanum vulgare) y al orégano mexicano (Lippia
graveolens), asi como la respectivamente, ya que estas plantas poseen en un alto

porcentaje los metabolitos a utilizar.

Estos metabolitos son utilizados en perfumeria, asi mismo en productos
cosmeéticos de tratamiento y proteccion debido a su actividad antifungica
(Hernandez, 2011, p. 52, 63; Lamas, 2011, p.298).

Se realizé la simulacién computacional de los complejos formados por las 6
ciclodextrinas y los tres metabolitos secundarios aroméaticos, con el fin de determinar
cual de las CD forma los complejos de inclusiébn con mayor estabilidad, para
posteriormente ser preparados de forma experimental. Lo anterior, con la finalidad

de realizar una comparacion de los datos tedricos con los experimentales.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar la ciclodextrina mas adecuada [a-ciclodextrina (ALFA), B-
ciclodextrina (BETA), metil-B-ciclodextrina (MBCD), propil-B-ciclodextrina (PBCD),
2-hidroxietil-B-ciclodextrina (HECD), 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPCD) y -
ciclodextrina (GAMA)], para ser utilizada como fijador de metabolitos secundarios

aromaticos (eugenol, timol y carvacrol).

Objetivos especificos:

1. Determinar un procedimiento experimental adecuado para la formaciéon de
complejos de ciclodextrinas en funcibn de la polaridad y la

complementariedad espacial con los metabolitos secundarios.

2. Evaluar la compatibilidad de la formacién de los complejos ciclodextrina-
metabolitos secundarios mediante el calculo de energias (mecanica y
dindmica molecular y energia libre de Gibbs) del complejo formado por la

ciclodextrina-metabolito secundario, utilizando simulacién computacional.

3. Comprobar, verificar y comparar los resultados obtenidos en la formacion de
complejos ciclodextrina- metabolitos secundarios, entre el método

experimental y el método computacional.
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VI.  HIPOTESIS

Los valores termodinamicos obtenidos de forma experimental al preparar los
complejos Ciclodextrina-Metabolito secundario presentan una desviacion no
significativa con respecto a los resultados obtenidos en la simulacion computacional

mediante la mecéanica y dindmica molecular.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

VIL.i Universo

El universo de esta investigacion estd compuesto tanto de a-ciclodextrina (ALFA),
B-ciclodextrina (BETA), y-ciclodextrina (GAMA), metil-B-ciclodextrina (MBCD), 2-
hidroxietil-B-ciclodextrina (HECD), 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPCD), propil-p-
ciclodextrina (PBCD), como de los metabolitos secundarios fendlicos de aceites

esenciales.

VILii Poblacién y muestra

De las ciclodextrinas analizadas y preparadas en simulacién computacional se
utilizaron las que presentaron la energia dinamica y mecanica molecular menor a 0
KJ/mol mas estables.

La muestra de los metabolitos secundarios fenodlicos fueron el eugenol, timol y

carvacrol.



VIL.iii Materiales

Tabla No. 7 Reactivos
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Cantidad Sustancia Grado / Presentacion Procedencia
209 2 Reactivo Comercial
hidroxipropiclodextrina
10g Beta-ciclodextrina Reactivo Comercial
250 ml Etanol 95 % Comercial
1ml Eugenol Estandar Donacién
lg Timol Estandar Donacién
1ml Carvacrol Estandar Donacién
------ Agua desmineralizada Comercial
Fuente: Elaboracién propia
Tabla No.8 Equipo
Cantidad Equipo Especificaciones Procedencia
1 Equipo UV-vis carey Con celdas de Laboratorio de Investigacion de
cuarzo Quimica ambiental
1 Balanza Semi analitica Departamento de Quimica
General
1 Balanza Analitica Departamento de fisicoquimica
1 Bafo de ultrasonido = ------- Departamento de fisicoquimica
1 Pipeta Eppendorff Automatica Unidad de Analisis Instrumental
2-20 ul
1 Pipeta Eppendorff Automatica Unidad de Andlisis Instrumental
10-100 ul
1 Pipeta Eppendorff Automética Unidad de Andlisis Instrumental
100-1000 ul

Fuente: Elaboracion propia



Cantidad

Cristaleria

Tabla No.9 Cristaleria

Especificaciones
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Procedencia

1

10

100

Probeta

Probeta

Termémetro

Beackers

Beacker

Pipetas

Pipeteador

Balones
aforados
Balones
aforados
Balones
aforados
Balones
aforados
Tubos de

ensayo

Vidrio de 10 ml

Vidrio 50 ml

De mercurio -10 a 250

°C

Vidrio de 250 ml

Vidrio de 100 ml

10 ml seroldgicas

Vidrio de 10 ml

Vidrio de 100 ml

Vidrio de 50 ml

Vidrio de 25 ml

Vidrio 10 ml

Fuente: Elaboracion propia

Departamento de Quimica
general
Departamento de Quimica
general
Departamento de Quimica
general
Departamento de Quimica
general
Departamento de Quimica
general
Departamento de Quimica
general
Departamento de Quimica
general
Departamento de
Fisicoquimica
Departamento de Quimica
general
Departamento de Quimica
general
Departamento de
Fisicoquimica
Departamento de Quimica
General
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VIl.iv Métodos

El desarrollo de la investigacion es considerado de tipo cuantitativo, y esta
conformado de dos secciones.

La primera seccidén esta conformada por una parte tedrica, en donde se
realizaron y obtuvieron datos acerca de las moléculas a analizar, a partir de
simulaciéon computacional y en la segunda y ultima fase, se realiz6 una parte
experimental, en base a los datos obtenidos durante la simulacién computacional,
preparando complejos ciclodextrina-metabolito secundario y su posterior analisis

por medio de instrumentacion analitica.

Seccioén |

Simulacién computacional

a. Se obtuvo la estructura tridimensional en formato digital de las moléculas que
forman parte de esta investigacion, siendo estas, la a-ciclodextrina, B-
ciclodextrina, y-ciclodextrina, metil-B-ciclodextrina, 2-hidroxietil-B-
ciclodextrina, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina, propil-B-ciclodextrina.  Asi
mismo, se modelaron los metabolitos secundarios fendélicos (eugenol, timol y
carvacrol). Posterior a esto se realiz6 la optimizacion de su geometria.
(Molecular Mechanics) utilizando para ello el software Marvin Sketch,
Avogadro y Sybyl X.

b. Se obtuvo la conformacién mas estable de las moléculas (ciclodextrinas y
luego de los metabolitos secundarios), determinando sus energias por
mecanica molecular (Sybyl X), dinAmica molecular (NAMD).

c. Se formaron los complejos de inclusién ciclodextrina-metabolito secundario,
a los que se les realizo un analisis exploratorio de la energia del complejo de
inclusion utilizando para ello el software Marvin Sketch, Avogadro y Sybyl X.

d. Se determiné la conformaciéon mas estable de los complejos ciclodextrina-
metabolitos secundario formados, determinando sus energias por mecanica

molecular (Sybyl X), dinamica molecular (NAMD). Para ello se colocé el
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metabolito secundario a una distancia de 10 A con respecto al centro de cada
molécula, y se calculo la variacion de la energia al modificar esta distancia,
el angulo de entrada del metabolito secundario con respecto a la ciclodextrina
y rotando al metabolito con respecto a la ciclodextrina.
e. Mediante la dinamica molecular, se calcularon las energias, y se determiné
la estructura geométrica mas estable para:
a. Las ciclodextrinas
b. Los metabolitos secundarios aromaticos
c. Los complejos formados
d. Las ciclodextrinas, los metabolitos secundarios aromaticos y los
complejos formados solvatados en agua.

Seccion Il

Preparacion de los compuestos de inclusion, mediante el método de la variacion de
solubilidad (Hernandez, 2011)

Se realizo el estudio de la formacidn de los complejos mediante el método de
variacion de solubilidad, utilizando la 2-hidroxipropilciclodextrina (HPCD) asi como
la B-ciclodextrina (BETA) con los metabolitos eugenol, y timol y carvacrol, los cuales
se realizaron de la siguiente forma:

Para formar los complejos de inclusion con BETA, se prepard una solucion
15 mMy se le agregaron los metabolitos en concentraciones de 3, 6, 9, 12y 15 mM,
y y para la HPCD, se prepar6 una solucion de 50 mM, agregando los metabolitos
en concentraciones 10, 20, 30, 40 y 50 mM, en un volumen final de 5 mL. Las
muestras se mantuvieron en un bafio de ultrasonidos durante 60 min, a 25 °C, con

el fin de alcanzar el alcanzar el equilibrio.
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Seccion |l

Caracterizacion cualitativa de los complejos de inclusion

1.

Se realiz6 un barrido de la ciclodextrinas (200-400 nm), metabolitos
secundarios y del complejo preparado en un rango de 200 a 300 nm para
determinacion de longitud de onda méaxima, utilizando un espectrofotbmetro
UV-Vis Cary.

Se determiné la longitud de onda maxima de los metabolitos secundarios y
los complejos. No se registré ningun dato para las ciclodextrinas, como era
de esperarse.

Se realizaron andlisis de los complejos utilizando las longitudes de onda
méaxima obtenidas en los barridos del metabolito secundario correspondiente,
para determinar corrimientos batocromicos o0 hipsocrémicos en el
espectrograma.

Utilizando los datos de absorbancia y la tendencia de los complejos
preparados, se determind la formacion del complejo, preparando curvas de
calibracion de los metabolitos secundarios en solucion, asi como curvas de
complejos preparados en la proporcién que presento la minima absorbancia
(punto de inflexién).

Se realizé una modificacion al método de Benesi-Hildebrand, relacionando
las absorbancias obtenidas en la curva de calibracion del metabolito con las
observadas al preparar una curva con proporciones obtenidas en el punto
minimo de absorbancia, con el fin de determinar las constantes de equilibro

de los complejos.



VIIl. RESULTADOS

Tabla No.10 Energias (Kcal/mol) de metabolito, ciclodextrina, complejo

Metabolito-ciclodextrina y su diferencia energética obtenidas mediante la mecanica

molecular.

276.531 303.911
2.1 60.1 90 46.739 229.223 257.706 -18.256
3.1 60.1 0 46.758 213.503 242.149 -18.112
3.1 40.1 90 65.803 229.223 277.345 | -17.681
1.1 60.1 180 65.818 276.531 324.931 -17.418
1.1 60.1 270 65.801 213.503 262.06 -17.244
3.1 60.1 0 46.762 171.387 201.006 -17.143
-2.1 110.1 210 88.916 276.531 348.487 -16.96
0.1 60.1 300 88.867 213.503 285.539 -16.831
1.1 60.1 180 65.808 171.387 221.143 -16.052
1.1 60.1 330 65.807 174.442 225.252 -14.997
3.1 60.1 150 46.763 174.442 206.467 -14.738
4.1 60.1 270 88.918 229.223 303.681 -14.46
-1.1 100.1 330 88.875 171.387 246.465 | -13.797
1.1 60.1 150 88.865 174.44 249.656 -13.649
2.1 40.1 240 88.892 205.252 283.187 -10.957
0.1 40.1 240 46.771 205.256 241.645 | -10.382
4.1 50.1 30 65.813 146.444 202.182 -10.075
11 50.1 240 65.814 205.252 261.155 -9.911
-4.1 130.1 330 88.871 146.428 225.905 -9.394
-6.1 140.1 330 46.746 146.442 184.106 -9.082

Fuente: datos obtenidos en la unidad de Quimica Computacional, edificio T-10, Ciudad

Universitaria.
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Tabla No.11 Energias (Kcal/mol) de metabolito, ciclodextrina, complejo
Metabolito-ciclodextrina y la energia de estabilizacion de los complejos obtenidos

mediante la dindmica molecular.

Fuente: datos obtenidos en la unidad de Quimica Computacional, edificio T-10, Ciudad

Universitaria.
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Figura No.9 Conformacién mas estable del complejo
2-hidroxipropil-B-carvacrol (HPBC)

Fuente: obtenido en la Unidad de Quimica computacional, edificio T-10, zona 12, USAC

Figura No.10 Conformacion mas estable del complejo

2-hidroxipropil-B-carvacrol (HPBC) obtenido mediante dinamica molecular

Fuente: obtenido en la Unidad de Quimica computacional, edificio T-10, zona 12, USAC
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Figura No.11 Conformacién mas estable del complejo
B -carvacrol (BETC)

Fuente: obtenido en la Unidad de Quimica computacional, edificio T-10, zona 12, USAC

Figura No.12 Conformacién mas estable del complejo

2-hidroxipropil-beta-eugenol (HPBE)

Fuente: obtenido en la Unidad de Quimica computacional, edificio T-10, zona 12, USAC
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Figura No.13 Conformacién mas estable del complejo
beta-eugenol (BETE)

Fuente: obtenido en la Unidad de Quimica computacional, edificio T-10, zona 12, USAC

Figura No.14 Conformacion mas estable del complejo
2-hidroxipropil-beta-timol (HPBT)

Fuente: obtenido en la Unidad de Quimica computacional, edificio T-10, zona 12, USAC
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Figura No.15 Conformacién mas estable del complejo
beta-timol (BETT)

Fuente: obtenido en la Unidad de Quimica computacional, edificio T-10, zona 12, USAC

Formacion del complejo de inclusion BETE
0.6

0.5

0.4

0.2

0.1

0 1 2 3 4 5 6
Concentracion Eugenol (mM)

Grafica No.1 Preparacion del complejo Beta-Eugenol con el método de las
proporciones multiples.

Fuente: datos experimentales obtenidos en edificio T-12, zona 12, USAC
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Curva de calibracion Eugenol =225 25553
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Grafica No.2 Curva de calibracién Eugenol (3 — 15 mM)

Fuente: datos experimentales obtenidos en edificio T-12, zona 12, USAC

Tabla No.12 Contantes de asociacion de los complejos de inclusién preparados en
el laboratorio

BETT 5.64 x10%
BETC 1.00 x10°4
BETE 7.40 x10°06
HPBC 2.64 x10°05
HPBT 1.19 x10%°

Fuente: obtenido en la Unidad de Quimica computacional, edificio T-10, zonal2, USAC
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IX.  DISCUSION DE RESULTADOS

Se realiz6 la simulacion computacional mediante mecénica molecular, preparando
los complejos de inclusion CD-metabolito, realizando variaciones de distancia,
torsion y angulo de rotacién entre las CD y los metabolitos en el proceso de

preparacion de los complejos.

En la Tabla No. 10 se muestran las energias de las CD y los metabolitos sin
acomplejar, observandose que al aumentar el tamafio de las CD, aumenta el valor
energético, siendo mayor aun al estar sustituidas, coincidiendo con lo observado
por Torres (2014, p.51) quien atribuye este aumento energético a las interacciones
de enlace de hidrégeno entre los grupos hidroxi (-OH) terminales, siendo una

excepcion la HPCD, donde el grupo —OH se encuentra en un carbono secundario.

Se obtuvo la diferencia de energias de las conformaciones mas estables, entre las
moléculas libres y acomplejadas. Pudo observarse que los complejos que poseen
sustituyentes presentan menores valores energéticos que las que no los tienen, lo
cual se debe a existen interacciones electrostaticas entre los sustituyentes y la
molécula huésped, cosa que no ocurre con las CD que no estan sustituidas. Al
calcular la diferencia energética de todos los complejos se observo que todos se
encuentran por debajo de 0 KJ/mol, siendo esta la conformacion mas estable, lo
cual indica que todas las CD evaluadas podrian formar complejos de inclusion al ser

preparados de forma experimental.

En la figura No.9 se observa la conformacién mas estable del complejo HPBC, en
la cual se puede apreciar que el grupo OH- del carvacrol esta orientado hacia la
parte “angosta” de la ciclodextrina, lo cual se debe a que los grupos OH estan mas
cerca entre si, formando enlaces de hidrégeno entre los sustituyentes de la
ciclodextrina y del carvacrol, mientras que en el lado ancho puede observarse la
parte apolar del carvacrol, la cual presenta interacciones despreciables con los
susituyentes de la ciclodextrina, debido a su caracter apolar. Se observa el mismo

comportamiento en el complejo HPBE.
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En la figura No.14 se observa que en el complejo HPBT, el timol presento rotacion,
dejando al grupo OH lo mas afuera posible de la cavidad interna de la CD, sin
embargo se puede apreciar que existen interacciones entre el grupo -iso y la parte
polar de la CD. El valor energético pudo verse afectado debido a que “con respecto
a la estabilidad del complejo formado ésta tiende a aumentar conforme incrementa
el caracter donador de electrones de las moléculas huésped, y la especie
acomplejada puede lograr una permanencia en la cavidad proporcional a las
interacciones no covalentes que se generen como resultado dela disposicion
espacial producida” (Szente & Szeman, 2013, s.n.p.), y se puede visualizar
facilmente que la disposicion espacial del metabolito permite tener interacciones con
las moléculas de agua en el exterior, lo cual no favorece la formacion de los

complejos de inclusion.

Los complejos BETC, BETE y BETT (figura No.11, 13 y 15) presentan mayores
valores al realizar la diferencia energética. Esto puede ser una consecuencia del
tamafo de la CD, ya que aunque posee los mismos 7 anillos de glucosa que la
HPCD, es una molécula pequefia debido a la carencia de los sustituyentes, por lo
que no puede acomplejar completamente al huésped, produciendo interacciones en
ambos lados del complejo debido a los sustituyentes apolares del metabolito.

En la tabla No.11 se observa la energia de estabilizacion del complejo,
observandose que los compuestos acomplejados, presentan la mayor diferencia
energética al utilizar las CD sustituidas, con excepcion de los complejos formados
con BETA.

La dindmica molecular permiti6 confirmar los resultados obtenidos en la MM,
calculando las energias de estabilizacion del complejo. Para esto, se tomaron en
consideracion las energias obtenidas con valores menores a 0 KJ. Como se
observa en la figura No.10, la ciclodextrina sufre una variacion estructural, ya que
se puede ver que pierde su forma toroidal, debido a que la simulacién se realizé con
los complejos solvatados en agua y a una temperatura constante de 25 °C, en un
espacio delimitado que contenia moléculas de agua, por lo que adopt6é una forma

ligeramente ovalada.
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Sin embargo, se observa que el complejo se mantiene formado a pesar de las
interacciones con la molécula de agua. Dado que la parte interna de las CD es
apolar y la externa polar, el grupo -OH del carvacrol esta orientado al exterior (hacia
el lado abierto de la CD) interactuando con los grupos hidroxilo de la ciclodextrina 'y
las moléculas de agua que rodeaban el complejo, formando enlaces de hidrégeno.
Por otro lado, la parte apolar del metabolito interacciona con el interior de la CD y
se mantiene distante de las moléculas de agua que se hallan afuera del complejo.

Los datos energéticos obtenidos mediante la simulacion computacional, tanto en
dinamica como en mecanica fueron necesarios para decidir cual de las
ciclodextrinas presentaba la mayor estabilidad energética, para preparar los
complejos en laboratorio. Se eligié a la HPCD como la mejor opcion, debido a que
en la MM obtuvo el valor mas bajo, y en la MD la energia de estabilizacion del
complejo presentd una mayor diferencia con respecto al resto de ciclodextrinas, lo
cual indica que sus complejos de inclusidon son estables y se pueden preparar
experimentalmente. Asi mismo, se prepararon los complejos utilizando BETA, para
realizar una comparacion entre los complejos preparados con las ciclodextrinas
sustituidas y sin sustituir. Para la preparacion de los complejos con ambas CD se
utilizé bafio de ultrasonido como una forma de acelerar la cinética de la formacién
de estos, ya que segun lo menciona Hernandez (2011), al utilizar Unicamente los
complejos con agitacion magnética, el equilibrio puede tardar en alcanzarse
alrededor de 130 horas y al utilizar un sonicador, se ha observado que este se

alcanza en Unicamente 1 hora.

Al tener listos los complejos, se utilizo la espectrofotometria UV para determinar el
comportamiento de los complejos de inclusion. Se realizaron barridos para
determinar si existieron corrimientos en el espectro ultravioleta visible, sin embargo
no se pudo determinar cambio alguno en la longitud de onda maxima, debido a que

el metabolito fue acomplejado por la CD, en la que no hay grupos cromaéforos.

En la grafica No.2 se puede observar la curva de calibracion del eugenol, en la cual
se observa el comportamiento creciente de la absorbancia al aumentar la

concentracion del eugenol. Sin embargo, en la grafica No.1 que presenta los
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complejos preparados con concentracion de CD constante, y variando de forma
creciente la concentracion del metabolito, se observa un punto minimo de
absorbancia, lo cual indica que existe la formaciéon méaxima de complejo, debido a
que al acomplejarse, el metabolito absorbe una cantidad minima de luz, debido a
que la CD estad compuesta por unidades de glucosa, la cual no posee ningun grupo

cromoforo, por lo cual no es detectable por espectrofotometria UV.

Mediante el método de variacion de solubilidad y una modificacion del método de
Benesi-Hildebrand, se realizé un tratamiento de los datos obtenidos para determinar

de esta forma las constantes de equilibrio (ver anexo 4).

En la tabla No.12 se presentan las constantes de equilibrio, observando que todas
estas constantes son valores menores a 1, lo cual indica que el equilibrio esta
desplazado hacia los reactivos. Puede decirse que se obtuvo una cantidad baja del
complejo, sin embargo, fue suficiente para poder obtener una sefal
espectroscopica. Cabe mencionar que aunque si es posible obtener complejos de
inclusién, la metodologia utilizada fue ineficiente, ya que no se obtuvo una cantidad

considerable de complejo para poder realizar otras pruebas de caracterizacion.
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CONCLUSIONES

Se determind, mediante los calculos con la mecanica molecular, que las
ciclodextrinas sustituidas presentan una mayor diferencia energética al
acomplejarse, en comparacion con las que no lo estan. Sin embargo, todas
las ciclodextrinas analizadas presentaron una diferencia energética menor a
cero, lo cual indica que es muy probable que se formen todos los complejos.
La HPCD presento la mayor diferencia energética al realizar la simulacién en
la mecénica molecular.

Se prepararon 6 complejos de inclusiéon (HPBC, HPBT, HPBE, BETC, BETT
y BETE) a nivel de laboratorio, determinando mediante el método de Benesi-
Hildebrand, que se formaron todos los complejos, a excepcién del HPBE.
No fue posible obtener los complejos en estado sélido, mediante el método
de la variacion de solubilidad, debido a la baja concentracion de reactivos a
la que se trabaj6 en el laboratorio.

Los valores de las constantes de equilibrios determinadas de forma
experimental, presentaron valores menores a 1, lo cual indica que el equilibrio
estd desplazado hacia los reactivos. Por la tanto, se puede decir que se
obtuvo complejo en una muy baja proporcion.

Los resultados obtenidos en la experimentacion en el laboratorio fueron
acordes a los resultados obtenidos mediante la mecanica y dinamica
molecular, ya que si se observé la formacion de 5 complejos de los 6

complejos planificados.
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RECOMENDACIONES

Es conveniente hacer un estudio posterior sobre la liberacion controlada de
los metabolitos secundarios, utilizando como parametro a seguir el pH, para
determinar la estabilidad de los complejos formados.

Se sugiere probar otra metodologia para obtener los complejos solidos, tal
como el método de pasta o el de mezclado en seco, para realizar analisis de
termogravimetria (TGA), ya que se habia propuesto esta técnica
previamente, sin embargo, no pudo utilizarse debido a la falta de complejo
solido.

Es conveniente realizar un estudio de la viabilidad del uso de los complejos
ciclodextrina-metabolito en la industria para su uso en productos que

contengan aromas, y darles asi una aplicacion comercial.



60

Xll. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

. Andoni, E. (s.f.). Evaluacion del uso de ciclodextrinas para el control de la
difusidbn de componentes activos desde peliculas comestibles a sistemas
alimentarios.

. Arctander, S. (1994). Perfumes y materias arométicas de origen natural.
Molecular Encapsulation Organic Reactions in Constrained Systems Carol
stream. Allured Publishing Corporation.

. Avalos, A. & Pérez-Urria, E. (2009). Metabolismo secundario de plantas.
Reduca (Biologia). Serie Fisiologia Vegetal. 2 (3): 119-145.

. Bartels. H. (1980). Inspeccién Veterinaria de la Carne. Zaragoza-Espafia.
Editorial Acribia, (p.p. 425-426).

. Bauer, K., Garbe, D., & Surburg, H. (1990). Materiales aromaticos y
fragancias comunes: Preparacion, propiedades y usos. (2%. ed.).
Verlagsgesellschaft, Alemania.

. Brinker, U. & Mieusset, J. (2010). 1th. Ed. John Wiley & Sons, Ltd. United
Kingdom.

. Bruneton, J. (2001). Farmacognosia: fitoquimica plantas medicinales. (2a
ed.). Zaragoza, Espafia. Acribia S.A.

. Chaieb, K., Hajlaoui, H., Zmantar, T., Kahla-Nakni, A., Kalha-Nackbi, A.,
Rouabhia, M. (2007). The chemical composition biological activity of clove
essential oil, Eugenia cayophyllata (Syzgium aromaticum L. Myrtaceae: A
short review). Phytoterapy review. 21, 501-506.

. Colchado, S. (2014). Caracterizacion fisicoquimica de complejos de
inclusién B-ciclodextrina/aceite esencial de orégano (Lippia graveolens)
incorporados a nanoparticulas poliméricas. (Tesis de maestria) Universidad
Autonoma de Querétaro, Querétaro, México.

10.Cox, S., Man, C., Markham, J. (2001). Interactions between components of

the essential oils against Escherichia coli O157:H7. Letter Applied
Microbiological 36, 162-167.



61

11.Cuy, A. y Merlo, S. (2004). Estudio de la evaporacion de un perfume aplicado
sobre la piel en funcién del tiempo, empleando HS-SPME/GC-MSD. (Tesis
de licenciatura) Universidad Industrial de Santander, Bucaramanga.

12.Dadd, D. y Tarcher, J. (1997). Home Safe Home: Protecting Yourself and
Your Family from Everyday Toxics and Harmful Household Products. New
York.

13.De Prada, C. (2016). Los ftalatos: Un problema de salud publica que debe
ser abordado con urgencia para proteger a mujeres embarazadas y nifios.
Una propuesta politica. Fundacion Vivo Sano. Madrid, Espafia.

14.Dominguez, X. (1997). Métodos de investigacion fitoquimica. (p. 229).
México.

15.Dziezak, J. D. (1988). Microencapsulation and encapsulation ingredients.
Food Technology. 42, 136-151.

16.Eastburn, S. & Tao, B. (1994). Aplications of modified cyclodextrins.
Biotechnology Advanced. 12 (1) 325-339.

17.Fan, W. (2008). The use of tea polyphenol dip to extend the sehelf life silves
corp during storage in ice. Food chemistry. 108 (6), 148- 153.

18.Flores, M. (2010). Investigacion de los aceites esenciales, sus
caracteristicas y finalidad de uso. Analisis del estado de su regulacion en
chile y el mundo. (Tesis de licenciatura) Universidad de Chile, Chile.

19.Gautier, F., Kamel, C., Calsamiglia, Doane, P. (2011). Food additive for
rumiant based on eugenol and cinamaldehyde.

20.Gonzalez, Ma. (2012). Auto-agregacion y formacion de complejos de
inclusion deciclodextrinas modificadas con compuestos modelos. (Tesis de
doctorado) Universidad de Alcala, Espafia.

21.Gulcin, 1., Gungor, I., Beydenir, S. S., Elmastas, M., Kufrevioglu, I. (2004).
Comparison of antioxidant activity of clove oil (Eugenia caryophilata Thunb)
buds and lavander (Lavandula stoechas L.). Food chemistry. 87 (1) 393-
400.

22.Heinzen, C. (2002). Microencapsulation solve time dependent problems
foodmakers. Europ. Food and drink review. 3, 27-30



62

23.Hernandez, P. (2011). Encapsulacion de Aceite Esencial de Clavo para su
Aplicacion en la Industria Alimentaria. (Tesis de licenciatura). Universidad
Catdlica San Antonio, Murcia.

24.Hernandez, P., Lopez, S., Lucas, C. & Nuiez, E. (2012). Complexation of
Eugenol (EG), as main component of clove oil and as pure compound, with
- and HP-B-CDs. Food and Nutrition Sciences, 3, 716-723

25.Jackson, L. & Lee, K. (1991). Microencapsulation in the food industry.
Lebenmittel- Wisseenschaft unn Technology. 24, 289-297.

26.Kayaci, F. & Uyar, T. (2012). Encapsulation of vanillin/cyclodextrin inclusion
complex in electrospun polyvinyl alcohol (PVA) nanowebs: Prolonged shelf-
life and high temperatura stability of vanillin.

27.Kurkov, S. & Loftson, T. (2013). Cyclodextrins. International Journal of
Pharmaceutics 453 167— 180.

28.Lamas, J. (2011). Determinacion de fragancias, conservantes y otros
aditivos regulados en productos de uso cotidiano y atmadsferas interiores
(Tesis de doctorado). Universidad de Santiago de Compostela, Madrid.

29.Lou, A. (2011). Comparacion de la mecanica molecular de la formacion del
complejo de a-naftalencarboxilato y cucurbit[8]urilo en medios solvatado y
no solvatado. (Tesis de Licenciatura). Universidad del Valle de Guatemala,
Guatemala.

30. Mérida, M. (2012). Estudio del rendimiento y composicion del aceite
esencial de diferentes poblaciones silvestres de Lippia chiapasensis Loes.
del altiplano occidental guatemalteco. (Tesis de Licenciatura). Universidad
de San Carlos de Guatemala, Guatemala.

31.Pawar, V., Thaker, V. (2006). In vitro efficacy of 75 essentials oils against
Aspergillus Niger. Micoses. 49, 316-323.

32.Pinho, E., Grootveld, M., Soares, G. & Henriques, M. (2014). Cyclodextrins
as encapsulation agents for plant bioactive compounds. Carbohidrate
Polymers.

33.Reinneccius, G. (1991). Carbohydrates for flavor encapsulation. Food
Technology. 45, 144-147



63

34.Schneiderman, E. & Stalcup, A. (2000). Cyclodextrins: a versatile tool in
separation science. Journal of Chromatography.

35.Solis, P. (2011). Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales de orégano (Origanum vulgare 1.) y tomillo (Thymus vulgaris 1.)
como potenciales bioconservadores en carne de pollo. (Tesis de
licenciatura). Escuela superior politécnica de Chimborazo, Ecuador.

36.Shahidi, F. & Han, X. (1993). Encapsulation of food ingredients. Critical
Review of Food Science and Nutrition. 33, 501-547.

37.Singh, R., Bharti, N., Madan, J., Hiremath, S.N., (2010). Characterization of
Cyclodextrin Inclusion Complexes — A Review. Journal of Pharmaceutical
Science and Technology 2 (3), 171-183.

38.Skoog, D., Holler, F., & Nieman, T. (2001). Principios de analisis
instrumental. (52 ed). McGraw-Hill/Interamericana de Espaiia, S. A. U.

39.Skoog, D., West, D., Holler, F. & Crouch, S. (2001). Quimica analitica. (72.
ed). McGraww-Hill Interamericana Editores S.A. de C.V.

40.Szejtli, J. (1998). Introduction and general overview of cyclodextrin
chemistry.

41.Szente, L., & Szeman, J. (2013). Cyclodextrins in Analytical Chemistry:
Host—Guest Type Molecular Recognition. Analytical Chemistry, 85(17),
8024-8030. doi: 10.1021/ac400639y

42.Tari, T. & Singhal, R. (2002). Starch based spherical aggregates:
reconfirmation of the role of amylase on the stability of a model flavouring
compound, vanillin. Carbohydrates Polymers. 50, 279-282.

43.Tampieri, M., Galuppi & R., Macchioni, F. (2005). The inhibition of Candida
albicans by selected essential oils and their major components.
Mycophatology.159, 339-345.

44.Torres, S. (2014). Evaluacion para la separacion enantiomérica del acetato
del 5-fenil-3metilpentilo, un farmaco prototipo para el tratamiento del
Alzheimer, por medio de la simulacion de la mecénica molecular de los

complejos que se forman conciclodextrinas disponibles comercialmente.



64

(Tesis de licenciatura). Universidad de San Carlos de Guatemala,
Guatemala.

45.Valero, D., Valverde, J. M., Martinez-Romero, D., Guillén, F., Castillo, S. &
Serrano, M. (2006). The combination of modified atmosphere packaging with
eugenol or thymol to maintain quality, safety, and functional properties of
table grapes. Postharv Biotechnology. 41, 317-327.

46.Villiers A. (1981). Sur la fermentation de la fécule par I'action du ferment
butyrique. Compt. Rend. Acad. Sci.

47.Willey J, Sherwood, L. & Woolverton, C. (1997). Antimicrobial Chemotherapy
in Prescott, Harley, and Klein’s Microbiology. (7" ed.). Ed,.McGraw-Hill
International, Pp: 837,840.

48.Candida Hub (s.f.) Recuperado de: https://candidahub.com/essential-
0il/Oregano-Oil-for-Yeast-Infection 2016/11/14

49.Cepvi. (s.f) recuperado de:

http://www.cepvi.com/medicina/aromaterapia/tomillo.shtml 2009/06/10

50.Fichas infojardin. (s.f) recuperado de:
http://fichas.infojardin.com/condimentos/thymus-vulgaris-
tomillotremoncillo.htm 2011/08/22

51.Desde la Piquera: Abejas y apicultura Biolégica (2011) Recuperado de:
http://www.desdelapiguera.com/2011/01/timol-la-otra-cara-de-este-
tratamiento.html 2015/11/14

52.Plantas para curar (s.f.) Recuperado de:

http://www.plantasparacurar.com/toxicidad-del-tomillo/s/ 2010/05/16
53.Unidad de Informatica del Instituto de Quimica UNIIQUIM (2016)
https://uniiguim.iquimica.unam.mx/compuesto-item/timol/ 2016/11/14



https://candidahub.com/essential-oil/Oregano-Oil-for-Yeast-Infection
https://candidahub.com/essential-oil/Oregano-Oil-for-Yeast-Infection
http://www.cepvi.com/medicina/aromaterapia/tomillo.shtml
http://fichas.infojardin.com/condimentos/thymus-vulgaris-tomillotremoncillo.htm%202011/08/22
http://fichas.infojardin.com/condimentos/thymus-vulgaris-tomillotremoncillo.htm%202011/08/22
http://www.desdelapiquera.com/2011/01/timol-la-otra-cara-de-este-tratamiento.html
http://www.desdelapiquera.com/2011/01/timol-la-otra-cara-de-este-tratamiento.html
http://www.plantasparacurar.com/toxicidad-del-tomillo/s/
https://uniiquim.iquimica.unam.mx/compuesto-item/timol/

65

ANEXOS

Anexo 1 Diagrama de solubilidad original (A) y su modificacion (B)

Analito disuelto
(M)

Concentracion ciclodextrinas (M)

Absorbancia °

Y

Concentracion del
metabolito (mM)

Fuente: (Hernandez, 2014, p. 111)
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Anexo 2 Graficas de las curvas de calibracion de (A), timol (B) y carvacrol (C)

A
Curva de calibracion Eugenol (3-15 mM)
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el LIQA, Edifico T-12, Ciudad Universitaria




Anexo 3 Graficas de las curvas preparadas con HPCD de eugenol (A), timol (B) y

carvacrol (C)
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el LIQA, Edifico T-12, Ciudad Universitaria
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Anexo 4 Graficas de las curvas preparadas con eugenol (A), timol (B) y carvacrol (C)

A
0 . Formacion del complejo de inclusion BETE
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el LIQA, Edifico T-12, Ciudad Universitaria
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Anexo 4. Modificacion de la ecuacién de Benesi-Hildebrand

(AI — 4 ]Kc [CDS]
1+ K, [CDs|

A=4,+

Ecuacion No.1
Ecuacion de Benesi-Hildebrand

Fuente: (Hernandez, Lopez, Lucas, & Nufez, 2012)

_ [Complejo]
[Ciclodextrinal[Metabolito]

K= CD—metabolito
([cD]inicial-[CD—metabolito])([Metabolitolinicial—[CD—metabolito])

Se coloco en funcion de las concentraciones basandose en la ley de Beer, llegando a la

expresion:
Aabs
)
k= Aab Aabs
( ?bs)z —( b ) ([CDlinicial + [metabolitolinicial) + ([CD]inicial[metabolito]inicial)
Donde
Aab

= la diferencia de absorbancia entre la curva de calibracion del metabolito libre y acomplejado
€ = abrsotividad del metabolito libre

b = camino 6ptico



Anexo 5. Constantes de equilibrio determinadas y la media correspondiente.

BETT

BETC

BETE

HPBC

HPBT

5.27x10%

5.70 x10°°

5.94 x10°°

1.29 x10*

9.87 x10%

7.25x10°

1.29 x10°

6.24 x10°

3.09 x10%

2.35 x10

2.78 x10%

2.80 x10°

1.34 x10°%

1.16 x10

1.07 x10°

5.64 x10°°

1.00 x10*

7.40 x10%

2.64 x10°°

1.19 x10°®
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