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1. Introduccion

Desde el reconocimiento de la manipulacion de materiales a escala atomica y molecular, el
desarrollo de la nanotecnologia ha abarcado diversas areas como la medicina, la industria
farmacéutica, textil y cosmética, asi como la industria alimentaria y la agricultura, entre otras.
Algunas aplicaciones existen desde hace muchos afos, sin embargo, otros campos
permanecen en procesos de investigacion y desarrollo. Si bien estas tecnologias novedosas
podrian ofrecer una ventaja e impacto sustanciales, atin existen algunos riesgos y seguridad
para la salud y el medio ambiente que se deben considerar.

Centrandonos en la industria alimentaria, en los ultimos afios se ha conocido que el
control del deterioro de los alimentos y las bacterias patdogenas se logra principalmente
mediante el control quimico. No obstante, el empleo de quimicos sintéticos estad limitado
debido a algunos aspectos no deseables que éstos abarcan, que incluyen genotoxicidad,
carcinogenicidad, toxicidad aguda, teratogenicidad y lentos periodos de degradacion, lo que
podria generar problemas ambientales, como la contaminacion (Faleiro, 2011; Arruda et al.,
2022), asi como una baja aceptacion por parte de los consumidores. De esta forma, se ha
producido una creciente demanda por parte de los clientes de alimentos frescos, duraderos,
de calidad, seguros y con pocos conservantes o aditivos (Kuswandi, 2017). A raiz de esta
percepcion negativa sobre el uso de conservadores artificiales, recientemente, ha aumentado
el interés en la industria alimentaria por utilizar antimicrobianos naturales como alternativa.

Los agentes antimicrobianos naturales se definen como sustancias naturales activas
extraidas de plantas, animales o microorganismos, tales como polifenoles, flavonoides,
taninos, alcaloides, terpenoides, isotiocianatos, polipéptidos y derivados oxidados de los

mismos. Existen diversos factores que influyen en los diferentes efectos bacteriostaticos de



las sustancias bioactivas, como sus propiedades quimicas (constante de disociacion acida,
proporcion hidrofoba/hidrofila, solubilidad y volatilidad), microorganismos objetivo
(especies, cepas y genes), factores ambientales (pH, fuerza ionica, actividad del agua,
temperatura y composicion atmosférica) y propiedades de los alimentos (ingredientes y
cantidad inicial de bacterias) (Gould, 1989). De esta manera, los aceites esenciales (AEs),
especificamente, han surgido como candidatos a conservadores naturales debido a su fuerte

y amplio espectro de actividad antimicrobiana (Burt, 2004).

2. Justificacion

En los ultimos afos, en la industria alimentaria ha surgido el interés en la busqueda y
utilizacion de antimicrobianos naturales, resultado de una percepcion negativa en el uso de
conservadores artificiales. Los aceites esenciales (EOs) son candidatos como conservadores
naturales debido a su fuerte y amplio espectro de actividades antimicrobianas. Sin embargo,
existen limitaciones en su aplicacion, y diversos estudios han sugerido que su encapsulacion
en otros compuestos, como las ciclodextrinas (CDs), podria brindar mejoras en su actividad
bioldgica a partir de los cambios estructurales y quimicos producidos en el compuesto, asi
como sus interacciones con el medio. Con este estudio, se esperan resultados acerca de la
actividad antimicrobiana de los complejos de ciclodextrina y aceite esencial de tomillo,
especificamente, con el objetivo de seguir con la aplicacion de productos naturales como
alternativa a aditivos artificiales no beneficios para la salud, contribuyendo al desarrollo de

la seguridad alimentaria en la poblacion.



3. Objetivos

Con base en la aplicacion de productos naturales como alternativa a conservadores artificiales
en los sistemas alimentarios, en este trabajo se brinda una descripcion general sobre los
complejos de aceites esenciales, su actividad antimicrobiana y su aplicacion en la industria
alimentaria, propiedades fisicas y quimicas de las ciclodextrinas, asi como métodos de
encapsulacion y de caracterizacion. Asi, los objetivos del presente estudio fueron: i) preparar
complejos de inclusiéon de beta-ciclodextrina (B-CD) y aceite esencial de tomillo (TEO)
utilizando métodos de amasado (KN), liofilizacion (FD) y fluidos supercriticos (scCO»); ii)
caracterizar y determinar las propiedades fisicoquimicas de dichos sistemas; iii) analizar su
actividad antimicrobiana contra patdgenos transmitidos por los alimentos; iv) comprobar la

efectividad del complejo de inclusion como conservante natural.

4. Marco tedrico

4.1. Aceites esenciales
Los aceites esenciales son mezclas naturales complejas de metabolitos secundarios volatiles
extraidos de multiples partes de las plantas aromaticas como cortezas, semillas, flores,
cascaras, frutas, raices, hojas, madera y frutas (El Sawi et al., 2019; Khorshidian et al., 2018;
Rios, 2016). Estos son aislados de plantas por hidrodestilacion o vapor, por expresion,
hidrodifusion y extraccion por solventes (Kalemba & Kunicka, 2003; Aziz et al., 2018).
Dichas sustancias volatiles suelen ser incoloras y liquidas a temperatura ambiente,
distinguiéndose por su olor caracteristico (Dhifi et al., 2016).

Dichas sustancias se clasifican segin la estructura quimica del hidrocarburo como

terpenos (mono, sesqui- y diterpenos), sus derivados oxigenados, terpenoides (compuestos



fenolicos, aldehidos alifaticos, cetonas, aminas, lactonas, alcoholes y ésteres) y compuestos
aromaticos, todos presentes en concentraciones muy diferentes (Van de Braak & Leijten,
1999). Por otra parte, Bakkali et al. (2008), los han clasificado en cuatro tipos: terpenoides,
compuestos aromaticos, compuestos alifaticos y compuestos nitrogenados que contienen
azufre.

Los principales compuestos asociados con la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales son los aldehidos, fenoles y terpenoides oxigenados (Arruda et al., 2022), y sus
principales constituyentes quimicos son cimeno, geraniol, carvacrol, timol, vainillina,
gingerol, Ar -turmerona, mentol, a-pineno, 1,8-cineol, eugenol, linalol, trans-anetol y
limoneno, entre los principales (Osorio-Tobdn et al., 2016). Es importante tener en cuenta
que la composicion de los aceites esenciales de una especie de planta en particular puede
diferir entre las temporadas de cosecha y las fuentes geograficas (Burt, 2004).

Los aceites esenciales han demostrado, desde la antigiiedad, ser uno de los productos
naturales bioactivos mas importantes derivados de las plantas, debido a su uso en la medicina
tradicional con un amplio campo de actividades bioldgicas como antimicrobiano,
antioxidante, antibacteriano, antifingico, insecticida, antiinflamatorio, analgésico,
antiparasitario y antiviral, entre otros. Estas propiedades estan correlacionadas con la
concentracion y proporcion de sus componentes, donde dos o tres constituyentes bioactivos
principales estdn presentes en concentraciones mds altas o en sinergismo, siendo
responsables de un papel distinto en la actividad bioldgica de los AE’s (De Oliveira-Filhoa

etal., 2018).



4.1.1. Actividad antimicrobiana
La presencia de microorganismos deterioradores puede producir una serie de cambios en las
propiedades nutricionales y sensoriales de los alimentos. Esto, asociado con muchas
enfermedades causadas por patdégenos transmitidos por los alimentos, representan una
amenaza para la salud publica (Arruda et al., 2022).

Con respecto a los aceites esenciales, su accion antimicrobiana puede atribuirse a su
naturaleza fenolica, su capacidad para penetrar a través de las membranas celulares
bacterianas e inhibir las propiedades funcionales de las células, asi como a sus propiedades
lipofilicas. La oxidacion es uno de los procesos mas importantes involucrados en la
degradacion de los alimentos (Viuda-Martos et al., 2011). Ocurre durante la cadena de
suministro y puede afectar las propiedades nutricionales y sensoriales (olores y sabores
rancios). La oxidacion de lipidos puede conducir a compuestos potencialmente toxicos
(Kubow, 1992). En general, los compuestos fendlicos actian como antioxidantes al donar
hidrégeno a compuestos altamente reactivos, evitando asi la formacion de mas radicales
(Iversen, 1999). Ademas, alteran la membrana celular, lo que da como resultado la inhibicién
de las propiedades funcionales de la célula y, finalmente, provocan la fuga del contenido
interno de la célula (Bajpai et al., 2012). Por lo tanto, la hidrofobicidad del aceite esencial
permite la separacion de los lipidos de la membrana celular bacteriana y mitocondria,
haciendo que la pared celular bacteriana sea més permeable y vulnerable a la accion de los
otros compuestos y permitiendo la salida de iones y otros contenidos celulares (Reis et al.,
2022; Calo et al., 2015; Arruda et al., 2022).

De esta manera, varios estudios han evidenciado que la interaccion de los AE’s con las

membranas celulares microbianas resulta en la inhibiciéon del crecimiento de un amplio
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espectro de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, incluyendo algunas de las
principales bacterias patdgenas transmitidas por los alimentos como la Listeria
monocytogenes, Salmonella enterittidis, Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
Campylobacter jejuni y Staphylococcus aureus (Burt, 2004; Calo et al., 2015; Cox et al.,
2000, Callaway et al., 2011). Ademas, las bacterias gram-positivas son mas susceptibles a
los aceites esenciales que las bacterias gram-negativas, debido a la interaccion directa de la
membrana celular con los componentes hidrofobicos de los AE’s. Por el contrario, siguiendo
esta premisa, las células gram-negativas son mas resistentes a los AE’s de las plantas ya que
poseen una pared celular hidrofila. Esta capa exterior ayuda a evitar la penetracion de
compuestos hidrofobicos (Calo et al., 2015).

Generalmente, los AE’s que poseen las propiedades antibacterianas mas potentes contra
los patogenos transmitidos por los alimentos contienen un alto porcentaje de compuestos
fenolicos como carvacrol, eugenol (2-metoxi-4-(2-propenil)fenol) y timol. Sin embargo,
existe evidencia de que los aceites esenciales tienen una mayor fuerza antimicrobiana a causa
del efecto aditivo de sus principales componentes antimicrobianos, lo que puede indicar que
los componentes menores también juegan un papel y/o que puede existir sinergia entre los
compuestos (Burt, 2004).

La investigacion relacionada con la actividad bioldgica de sustancias vegetales naturales
incluye el aceite esencial de tomillo. Diversos estudios han demostrado sus propiedades
antifingicas, antivirales y anticancerigenas, sugiriendo que su aplicacion en la industria
alimentaria posee gran potencial, pero se requieren mas estudios y analisis (Kowalczyk et al.,

2020).
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4.1.2. Aceite esencial de tomillo
El aceite esencial de tomillo (TEO, por sus siglas en inglés) se extrae de las hojas de Thymus
vulgaris L., y posee compuestos pertenecientes a varios grupos quimicos, incluidos
monoterpenos, alcoholes monoterpenos, derivados de fenol, cetonas, aldehidos, éteres y
¢ésteres. Los compuestos fendlicos dominantes del TEO son los monoterpenos fendlicos
isoméricos timol (2-isopropil-5-metilfenol) y carvacrol (2-metil-5-(propan-2-il)fenol), con
un contenido minimo del 40%. Ambos monoterpenos se biosintetizan primero por la
aromatizacion de y-terpineno a p-cimeno, siguiendo por la hidroxilacion del ultimo. También
se encuentran algunos otros componentes como y-terpineno, linalol, p-cimeno, f-mirceno y
terpineno-4-ol (Kowalczyk et al., 2020).

El TEO tiene muchas aplicaciones en la industria alimentaria y farmacéutica debido a sus
propiedades antioxidantes, antifungicas, antivirales (contra el virus del herpes simple tipo I,
rinovirus humano y virus de la influenza), actividad antiinflamatoria y espasmolitica, entre
otras (Kowalczyk et al., 2020). Ademas, el tomillo se puede utilizar para el tratamiento y
prevencion del cancer y de muchas enfermedades cronicas (Salehi et al., 2019), ejerciendo
un efecto antibacteriano sobre bacterias gram-positivas y gram-negativas. Adicionalmente,
se ha utilizado como inhibidor de Aspergillus spp., Alternaria spp., Fusarium spp. y
Penicillium spp., algunos de los agentes mas importantes de enfermedades transmitidas por
alimentos y/o mohos de deterioro (Sokmen et al., 2004, Viuda-Martos et al., 2007). Aunque
el TEO tiene propiedades citotoxicas en altas concentraciones y puede causar dafio a las
células intestinales cuando se administra por via oral, no se ha evidenciado toxicidad a las
dosis cominmente utilizadas y puede considerarse un firmaco seguro (Kowalczyk et al.,

2020). Sin embargo, su aplicacion se enfrenta a desafios importantes, como su baja
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solubilidad en agua, alta volatilidad, reactividad, fuerte olor aromatico y su sensibilidad a la
luz, el aire y el calor, que dificultan enormemente sus actividades bioldgicas (Sun et al.,
2021).

La aplicacion de TEO para el control de bacterias que deterioran los alimentos requiere
la evaluacion de diversos aspectos tales como los efectos sobre las propiedades
organolépticas, la evaluacion del rango de actividad contra los patdgenos de interés para un
producto en particular y los efectos de la composicion de los alimentos sobre la actividad

biologica (Gutierrez, 2008).

4.1.3. Aplicacion en la industria alimentaria

En la actualidad, se han descrito mas de 3000 aceites esenciales, de los cuales alrededor de
una décima parte son relevantes para la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética
(Sharifi-Rad et al., 2017). No obstante, la aplicacion de AE’s, especialmente en el &mbito
alimenticio es limitada y enfrenta desafios criticos que dificultan su proceso como
conservador natural debido a su baja solubilidad en agua y medios acuosos, inestabilidad
térmica y alta volatilidad, oxidacion y reactividad quimica con la matriz del alimento y del
envase que podria afectar significativamente la composicion funcional de los compuestos
activos y las propiedades sensoriales. Ademads, las reacciones con lipidos, proteinas,
carbohidratos y otros aditivos podrian provocar una disminucién de la bioactividad del
compuesto antimicrobiano (Ayala-Zavala, et al., 2008a; Liao et al., 2021).

De esta manera, la capacidad de la mayoria de los antimicrobianos, incluidos los aceites
esenciales para inhibir los microorganismos puede perderse con el almacenamiento

prolongado. Segun el tiempo y la temperatura de almacenamiento, estas sustancias pueden
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volatilizarse o volverse inactivas. Ademas, la mayoria de los aceites esenciales tienen un
aroma fuerte incluso en dosis bajas, y debido a que se necesitan altas concentraciones para
lograr una buena actividad antimicrobiana contra los microorganismos objetivo en los
alimentos, a menudo causan cambios organolépticos negativos, lo que afecta la aceptabilidad
del sabor y el olor (Emiroglu et al., 2010; Ayala-Zavala et al., 2008b; Tripathi & Dubey,
2003; Zhaveh et al., 2015).

Los principales retos al utilizar aceites esenciales como agentes conservadores de
nutraceuticos se pueden superar en cierta medida mediante el uso de la micro o nano-
encapsulacion, en lugar de aplicar los AE’s directamente a los productos alimenticios. Varios
estudios han demostrado que los complejos formados de AE’s y sus componentes volatiles
(VCs) en sistemas de encapsulacion representa un enfoque viable y eficaz para protegerlos
de la degradacion por exposicion al aire, la luz, el oxigeno, el pH, la humedad y el calor
durante el procesamiento y el almacenamiento, mejorando la solubilidad de los compuestos
lipofilicos en medios acuosos ademds de conservar su actividad biologica (Venturini et al,
2008; Seo et al., 2010; Turasan et al., 2015; Calo et al., 2015; Bazana et al., 2019). Mas atn,
podria potenciar sus propiedades y vida 1til al minimizar su volatilidad. Ademas, estos
sistemas pueden mejorar la estabilidad fisica y quimica y reducir los olores y sabores
desagradables de algunos compuestos contenidos en los AE’s. Especificamente, en alimentos
con una gran cantidad de agua, pueden aumentar la dispersabilidad del aceite en las zonas
del alimento donde crecen los microorganismos. Asi, se puede mejorar la actividad
antimicrobiana al mismo tiempo que se reduce el impacto sobre las propiedades

organolépticas de los alimentos (Reis et al., 2022).
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4.2. Encapsulacion y complejos de inclusion
La encapsulacion es el proceso en el que se construye una barrera funcional entre agentes
activos y un material de recubrimiento para evitar reacciones quimicas y fisicas con el medio
y para mantener las propiedades biologicas, funcionales y fisicoquimicas de los componentes
internos, formandose asi un complejo de inclusion. El material de recubrimiento determina
la estabilidad de las particulas, la eficiencia del proceso y el grado de proteccion de la
sustancia encapsulada (Bakry et al., 2016). Las interacciones entre el material de la pared y
el nticleo pueden afectar la tasa de liberacion, asi como la volatilidad del nucleo y el tamafio
de las particulas (Capelezzo et al., 2018).

Los sistemas de encapsulacion en los que los diametros de las particulas (al menos en una
dimension) son inferiores a 100 nm pueden clasificarse como sistemas de nanoencapsulacion.
Los diferentes tipos de estos sistemas deben servir como un medio para entregar y proteger
el compuesto bioactivo en una forma fisica que pueda incorporarse facilmente en alimentos
o bebidas (Singh, 2016). La incorporacién de AE’s a los sistemas de encapsulacion puede
mejorar significativamente sus propiedades fisicas como la dispersabilidad y su estabilidad,
la turbidez y la viscosidad, y asi promover sus actividades funcionales (Blanco-Padilla et al.,
2014).

Los objetivos del uso de sistemas de encapsulacion en las industrias alimentarias
incluyen: (1) estabilizar los agentes antimicrobianos volatiles, como los aceites esenciales,
para evitar la evaporacion y la transferencia de masa al ambiente durante el procesamiento;
(2) reducir la interacciéon de los compuestos activos con los sustratos alimentarios; (3)
controlar la tasa de liberacion de los EO’s en las matrices alimentarias para extender la

exposicion de los microorganismos a los agentes antimicrobianos; (4) mejorar su solubilidad
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(Liao et al., 2021). Este proceso también cambia las propiedades fisicas de los compuestos,
facilitando su aplicacion al convertir una fase liquida en una sélida, brindando control y una
liberacion dirigida de los ingredientes activos, mejorando la vida atil y minimizando sabores
y olores de los aceites esenciales (Mishra, 2015).

El proceso de liberacion puede ser a una velocidad controlada que se puede lograr a través
de la disolucion o desintegracion gradual de las estructuras de las particulas, o por difusion,
ocurriendo como resultado a un gradiente de concentracion desde el interior de la particula
hacia su superficie y otro gradiente de concentracion desde la superficie de la particula a la
fase bulk (Siepmann & Siepmann, 2012), donde el compuesto activo se libera lentamente al
penetrar la pared de la capa de recubrimiento sin comprometer su integridad fisica (Capelezzo
etal., 2018). Asimismo, existe un mecanismo de liberacion de rompimiento, donde un agente
desencadenante de liberacién como el pH, el estrés mecanico, la temperatura, la actividad
enzimatica, el tiempo, la fuerza osmotica o la luz promueve la ruptura de la capsula y libera
instantaneamente el compuesto activo (Fathi et al., 2012). Dicho proceso de encapsulacion y
entrega permite controlar la liberacion de propiedades bioactivas, sabores y olores en el
momento deseado y protege contra la degradacion de éstos durante el procesamiento y
almacenamiento (Yu et al., 2018).

De acuerdo con Axelos & Van de Voorde (2017), los sistemas de nano-encapsulacion
pueden servir como nano-cdpsulas para mejorar la dispersion, la biodisponibilidad, la
absorcion de nutrientes, la entrega especifica de nutracéuticos y potenciadores de sabor.
Algunos de los sistemas nano y micro-estructurados mas estudiados incluyen liposomas,
microemulsiones, nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs) y derivados de polisacaridos, entre

otros (Wang et al.,, 2014; Liu et al., 2008). La eleccion adecuada de la técnica de
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encapsulacion depende del uso final del producto y de las condiciones de procesamiento

involucradas (Bakry et al., 2016). En la Tabla 1 se pueden observar algunas ventajas y

desventajas de cada sistema.

Tabla 1. Sistemas de encapsulacion para compuestos activos y sus ventajas y desventajas.

Sistema Ventajas Desventajas
Biocompatibles y
biodegradables
Wang et al., (2014)
Capaz de encapsular ) .
Baja estabilidad Kahraman et al., (2017)
moléculas hidrofilicas e o ) )
Liposomas ] ] Dificil preparacion Singh (2016)
hidrofobicas )
Costo alto Singh et al., (2012)
Liberacion controlada
Gratieri et al., (2010)
Protege a la molécula
activa de degradacion
Alta solubilidad del Gran cantidad de surfactante
Wang et al., (2014)
farmaco Solubilidad del farmaco
Singh et al., (2013)
Microemulsiones  Tamafio de gota pequeiio afectada ]
) o ) Singh (2016)
Facil preparacion Toxicidad potencial del o
Gratieri et al., (2010)
Larga vida util surfactante
Fécil preparacion Carga limitada de principios
Nanoparticulas p P Y ) Wang et al., (2014)
produccion a gran escala activos )
lipidicas (SLNs) Severino et al., (2012)

Liberacion controlada

Riesgo de gelificacion

Derivados de

polisacéridos

Alta estabilidad
No toxico
Biodegradable
Bajo costo en su

procesamiento

Dependen de la
compatibilidad de la carga

Datos in vivo escasos

Wang et al., (2014)
Liu et al., (2008)
Fathi et al., (2014)

Los liposomas tienen una estructura de capa esférica que consiste en una bicapa de

fosfolipidos que encierra un nicleo liquido y su tamafio varia de 50 nm a 1 um de didmetro.

Con su aplicacion como sistemas de suministro de compuestos bioactivos, se pueden
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incorporar compuestos hidrofobicos e hidrofilicos dentro de una tUnica estructura. Varios
estudios han demostrado que los liposomas se pueden usar para encapsular vitaminas,
antioxidantes, proteinas, péptidos, minerales y acidos grasos (Singh, 2016). Aunque estas
vesiculas muestran un gran potencial para la encapsulacion y la liberacion controlada de
compuestos importantes desde el punto de vista nutricional, se sintetizan mediante métodos
y técnicas de produccidon que no son seguros para los alimentos y que requieren muchos
recursos (Singh et al., 2012).

Las microemulsiones son mezclas termodindmicamente estables de agua, aceite y una o
mas moléculas anfifilicas, que se ensamblan espontaneamente en nanogotas. Su aplicacion
en la industria alimentaria esta limitada por el tipo de tensioactivos que se utilizan para
facilitar su formacion, ya que la mayoria de ellos no son permisibles en los alimentos y solo
se pueden afiadir en niveles muy bajos (Singh, 2016).

Las nanoparticulas lipidicas (SLN) se utilizan principalmente como sistemas de
administraciéon oral para diversos farmacos y otras sustancias activas, protegiendo los
farmacos cargados de diferentes degradaciones (quimicas y enzimaticas) y liberando
compuestos farmacologicos desde el nucleo lipidico gradualmente al torrente sanguineo, lo
que da como resultado perfiles terapéuticos mejorados como en comparacion con la droga
libre (Severino et al., 2012).

Los sistemas de administracion basados en polisacaridos, especificamente, son
adecuados para muchas aplicaciones industriales ya que son biocompatibles, biodegradables
y tienen un alto potencial para ser modificados logrando las propiedades requeridas. Estos
complejos pueden interactuar con una amplia gama de compuestos bioactivos a través de sus

grupos funcionales, lo que los convierte en vehiculos versatiles para unirse y atrapar una gran
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cantidad de ingredientes alimentarios hidrofilicos e hidrofobicos. Se utilizan diferentes tipos
de carbohidratos para ensamblar sistemas de liberacion, incluidos almidon, celulosa, entre
otros (Fathi et al., 2014). Dentro de esta familia, uno de los compuestos que estan siendo
ampliamente estudiados son las ciclodextrinas que han probado ser un buen medio para poder

encapsular una gran variedad de sustancias.

4.3. Ciclodextrinas
Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacaridos ciclicos en forma de anillo con una cavidad
central hidrofobica y una superficie hidrofilica, producidos a partir de la modificacion
enzimatica del almidon. Poseen una forma de cono truncado debido a la presencia de
unidades de glucopiranosa en forma de silla. Normalmente, se dividen en dos categorias: de
origen natural y modificados quimicamente (Wadhwa et al., 2017).

Las CDs naturales mas comunes son las moléculas a-(alfa), B-(beta) y y-(gamma) que
comprenden seis, siete y ocho unidades de glucopiranosa, respectivamente, unidas por un
enlace glucosidico a-(1-4) (Fig. 1). Cada una de las tres ciclodextrinas principales son
moléculas cristalinas, no higroscopicas y homogéneas (Voncina & Vivod, 2013). No existen
CDs con menos de seis unidades de glucosa por razones estéricas, sin embargo, se han
identificado algunas de mayor tamafio pero que no tienen propiedades tan efectivas como las
mencionadas anteriormente. La profundidad de la cavidad para los diferentes tipos es la
misma (8 A), pero los tamafios de la cavidad son diferentes para a-CD, p-CD y y-CD (6, 8 y

10 A, respectivamente) (Szejtli, 1998).
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Fig. 1. Estructura quimica de las ciclodextrinas. De izquierda a derecha: a-CD, -CD y y-

CD (Nikitenko & Prassolov, 2013).

Las ciclodextrinas se producen como resultado de la reaccion de transglicosilacion
intramolecular a partir de la degradacion del almidéon por la enzima ciclodextrina
glucanotransferasa (CGTasa) (Abbasi et al., 2021). Muchas bacterias, tales como Bacillus
macerans, Bacillus megaterium, Bacillus circulans, entre otras, generan enzimas para la
produccion de ciclodextrinas. Las enzimas obtenidas de estas bacterias difieren en las
cantidades relativas de a-, B- y y-ciclodextrinas producidas (Hedges, 2009).

De esta forma, el proceso de preparacion de las CDs consta de cuatro fases
principales: (i) cultivo del microorganismo productor de la enzima ciclodextrina glucosil
transferasa (CGT-asa); (ii) separacion, concentracion y purificacion de la enzima del medio
de fermentacion; (iii) conversion enzimatica de almidon prehidrolizado en una mezcla de
dextrinas ciclicas y aciclicas; y (iv) separacion de CDs de la mezcla, su purificacion y
cristalizacion. Las enzimas CGT-asa degradan el almidon y producen reacciones
intramoleculares sin la participacion del agua. En el proceso, se originan dextrinas ciclicas y
aciclicas, que son oligosacéridos de tamafo intermedio. Los productos ciclicos resultantes,

que son las ciclodextrinas, estan compuestos por el enlace entre unidades de glucopiranosa,
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constituyentes de las dextrinas. La unidn se realiza a través de puentes de oxigeno glucosidico
por enlaces o-(1,4) (Astray et al., 2009). A medida que continiia la reaccion, también
comienza a acumularse una segunda o tercera ciclodextrina. Si bien la a-CD tiene mas
probabilidades de ser la molécula producida inicialmente, la B-CD puede acumularse en
mayores cantidades a medida que pasa el tiempo y la reaccion finaliza (Hedges, 2009).

En la estructura conica cilindrica de las CDs (Fig. 2), la cavidad interna esta alineada
con los atomos de hidrégeno y el enlace O-glucosidico. Las ciclodextrinas son moléculas
anfipaticas donde los grupos hidroxilo secundarios (2-OH y 3-OH) estan en el borde ancho,
los grupos hidroxilo primarios (6-OH) estan ubicados en el borde delgado y los hidrégenos
apolares C3 y C5 y éter- como el oxigeno se localizan en el interior de las moléculas
toroidales (Vikas et al., 2018). El exterior de la molécula es polar, contrario a la cavidad
interna que es apolar (Connors, 1997; Linde et al., 2011). Algunas otras propiedades de las

ciclodextrinas se enumeran en la Tabla 2.

Apolar Cavity

Secondary side
a‘”’r(’ ’
&1
A
g

Primary Side

Fig. 2. Arriba: esquema de estructura funcional de a-CD (n=6), f-CD (n=7) y y-CD (n =

8), abajo: dimensiones de a-CD, B-CD y y-CD (Crini, 2014).
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Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas de las CDs (Szejtli, 1998; Del Valle, 2004; Mura,

2014).
Propiedad a-CD B-CD v-CD
Forma cristalina Cuchillas Paralelogramos Prismas
hexagonales monoclinicos cuadraticos
Unidades de glucopiranos 6 7 8
Peso molecular (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidad en agua a 25 °C (%, w/v) 14,5 1,85 23,2
Diametro exterior (A) 14,6 15,4 17,5
Diametro de la cavidad (A) 4,7-53 6,0-6,5 7,5-8,3
Altura del cono (A) 7.9 7.0 7,9
Volumen de la cavidad (A%) 174 262 427
Punto de fusion (°C) 275 280 275
Tension superficial (nM/m) 73 73 73
Contenido de agua cristalina (wt%) 10,2 13,2-14,5 8,13-17,7
Moléculas de agua en la cavidad 6 11 17

Las estructuras de CDs también pueden modificarse quimicamente y transformarse
en sus derivados mediante diferentes manipulaciones moleculares, tenniendo distintas
propiedades fisicoquimicas. Por ejemplo, se han empleado ciclodextrinas metiladas, etiladas,
hidroxipropiladas, hidroxietiladas, etiladas, acetiladas y B-CD poliméricas en el disefio
racional de sistemas portadores solubles o insolubles en agua (Marques, 2010).

Adicionalmente, la cavidad hidrofébica de las ciclodextrinas les permite establecer
interacciones tales como la encapsulacion molecular con una diversidad de moléculas
hidrofobicas a través de interacciones no covalentes, formando compuestos de inclusion
host/guest en fase solida o en solucion acuosa (Marques, 2010). Esto resulta en la mejora de
la estabilidad fisicoquimica de los solutos y reduccion de pérdidas por evaporacion cuando

se trata de compuestos volatiles (Burt, 2004). La compatibilidad geométrica entre la cavidad
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del hospedador y el huésped, la estructura, la carga y la polaridad del huésped, el efecto del
medio de reaccion (disolvente) y la temperatura son importantes para la formacion del
complejo de inclusion. Es importante que las dimensiones geométricas de las moléculas del
huésped sean bastante cercanas a las del anillo de benceno sustituido o sus homdlogos
condensados (Astray et al., 2009).

Otra propiedad presente en estos compuestos, es que son moléculas inertes que no
interfieren con las propiedades bioldgicas de los huéspedes. Ademaés, dado que son grandes
oligosacaridos hidrofilicos con numerosos donantes y aceptores de enlaces de hidrogeno, no
atraviesan las membranas hidrofobicas a través de la difusion pasiva, por lo que actian como
potenciadores de penetracién y aumentan la solubilidad y la concentracion del agente activo
en la membrana biologica, brindando la oportunidad de entregar compuestos insolubles en
agua con absorcion reproducible y mejorar la biodisponibilidad (Nieddu et al., 2014; Pinho
et al., 2014; Kfoury et al., 2019). Por lo tanto, las CDs son Tttiles para atrapar sustancias
bioactivas alimentarias poco solubles, sensibles a la temperatura o quimicamente labiles,
contrario a las CDs, las cuales son estables y comienzan a descomponerse a temperaturas
superiores a 270 °C. La encapsulacion con ciclodextrinas es un método para controlar el olor
y la reactividad de los compuestos activos durante la liberacion de una variedad de
componentes bioactivos, incluidos antimicrobianos, antioxidantes, aceites esenciales y
sabores (Fathi et al., 2014a).

El numeroso uso de las ciclodextrinas se refleja en industrias como la farmacéutica,
cosmética, agroquimica, alimentaria y de proteccion al medio ambiente. Especificamente, las
CDs se han recomendado para aplicaciones en el procesamiento de alimentos y como aditivos

alimentarios con una variedad de objetivos: (i) proteger los componentes lipofilicos de los
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alimentos que son sensibles al oxigeno y a la degradacion inducida por la luz o el calor; (ii)
solubilizar colorantes alimentarios y vitaminas; (iii) estabilizar fragancias, sabores y
vitaminas frente a cambios no deseados y en condiciones bioticas o abidticas: los procesos
de fabricacion y almacenamiento, los materiales de envasado y los ingredientes de los
alimentos a menudo provocan modificaciones en el sabor general al reducir la intensidad del
compuesto aromatico o producir componentes de sabor desagradable. Para limitar la
degradacion o pérdida del aroma durante estos procesos, se puede encapsular a los
ingredientes volatiles antes de usarlos en alimentos y bebidas; (iv) eliminar olores o sabores
desagradables: cuando se agregan CDs en la fabricacion, los componentes indeseables
pueden llegar a formar complejos de inclusion que desodorizan el producto resultante; (v)
eliminar el colesterol de los productos animales mejorando sus caracteristicas nutricionales;
(vi) lograr una liberacion controlada de ciertos componentes de los alimentos; y (vii)

controlar las reacciones quimicas (Astray et al., 2009; Matencio et al., 2020).

4.3.1. Solubilidad
Debido al enlace de hidrogeno intramolecular que se establece entre los grupos hidroxilo en
los carbonos C2 y C3, se explica la menor solubilidad en agua de B-CD en comparacion con
las demas ciclodextrinas. El cinturén de enlaces de hidrogeno esta incompleto en la molécula
de a-CD ya que una unidad de glucopiranosa se encuentra en una posicion distorsionada. En
consecuencia, en lugar de los seis enlaces hidrégeno posibles, solo cuatro pueden
establecerse completamente. Por otro lado, la y-CD es un no coplanario y posee una

estructura mas flexible, siendo asi la mas soluble de las tres CDs principales (Astray et al.,

2009).
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De esta forma, se ha reportado que la B-CD es al menos nueve veces menos soluble
(1,85 g/100 mL a temperatura ambiente) que las demas CDs (14,5 g/100 mL y 23,2 g/100
mL para a- y y-CD, respectivamente). La solubilidad de dichas moléculas depende en gran
medida de la temperatura (Astray et al., 2009).

Por otro lado, la solubilidad disminuida de la B-CD en agua parece deberse a la
marcada estructura del agua que surge de las interacciones del agua con la molécula de -
CD, lo que provoca una compensacion favorable en la entalpia por la entropia desfavorable
de la solucion (Linert et al., 1992). Ademas, las CDs son insolubles en la mayoria de los
solventes organicos, pero son solubles en mezclas de agua y solventes orgénicos miscibles
en agua. En general, a medida que aumenta la concentraciéon del disolvente orgénico,
disminuye la solubilidad de la ciclodextrina. Estas pueden ser hidrolizadas por 4cidos fuertes
a una velocidad que depende de la temperatura y la concentracion de acido, sin embargo, los
acidos organicos débiles no hidrolizan las ciclodextrinas. Ademas, las ciclodextrinas son

estables en presencia de bases (Hedges, 2009).

4.3.2. Propiedades termodinamicas y mecanismos en los complejos de inclusion
En soluciones acuosas, la cavidad no polar de las CDs estd ocupada por moléculas de agua.
Por lo tanto, la principal fuerza formadora de complejos es la liberacion de moléculas de agua
ricas en entalpia desde esta cavidad. Estas moléculas son sustituidas por huéspedes menos
polares, favoreciendo una asociacion apolar-apolar y una disminucion en la tension del anillo
de ciclodextrina (Mazzobre et al., 2010). El proceso se ve favorecido energéticamente por
las interacciones de la molécula huésped con la cavidad hidrofobica solvatada del

hospedador. La uniéon de moléculas huésped dentro de la ciclodextrina no es fija ni
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permanente, sino un equilibrio dindmico. Por lo tanto, la formacion de un complejo de
inclusion es el resultado de un equilibrio entre el huésped libre, las moléculas de CD y el
complejo host/guest (Cevallos et al., 2010). En este proceso, los cambios de entropia y
entalpia asumen un papel importante como resultado de varios efectos y hay algunas
interacciones energéticamente favorables involucradas, dentro de las que destacan:

A) sustitucion de las interacciones polares-apolares energéticamente desfavorecidas
(entre el agua incluida y la cavidad de la CD, y entre el agua y el huésped) por la
interaccion apolar-apolar mas favorecida (entre el huésped y la cavidad), y la
interaccion polar-polar (entre las moléculas bulk de agua y el agua liberada de la
cavidad);

B) liberacion de la tension del anillo de la CD en la formacion del complejo;

C) un mayor nimero de interacciones de Van der Waals y enlaces de hidrégeno entre el
huésped y el hospedador (Astray et al., 2009) y

D) una disminucién en las interacciones repulsivas entre el huésped hidrofébico y el
ambiente acuoso (Abarca et al., 2016).

Con respecto a los complejos de inclusion, éstos pueden alcanzar una estabilidad
proporcional al enlace covalente debido al arreglo espacial que se genera en su formacion.
Las fuerzas de Van der Waals, las interacciones hidrofobicas y los enlaces de hidrégeno
mantienen unidos a la CD y a las moléculas huespedes. La energia de las fuerzas de Van
der Waals es proporcional a la polarizabilidad molecular y a la refraccién molecular. La
adicional fuerza estabilizadora dominante es la hidréfoba o solvofobica. La hidratacion
del complejo se ve favorecida energéticamente en comparacion con la hidratacion

separada de los componentes (Astray et al., 2009).
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Complementando, la estabilidad del complejo se incrementa con el crecimiento del
caracter donador de electrones de los sustituyentes de la molécula incluida. Se debe tener
en cuenta la naturaleza de la molécula huésped (Takagi & Maeda, 1984), aunque los
pardmetros termodindmicos no presentan variaciones. Los pardmetros termodinamicos
como la entalpia (AH) y la entropia (AS), se pueden obtener a partir de la dependencia de
la temperatura de la constante de disociacion (Cramer et al., 1967). Los valores de AH y
AS se pueden calcular a partir de datos espectrofotométricos (Dodziuk, 2006), pero los

datos mas fiables se obtienen mediante determinaciones calorimétricas.

4.3.3. Eficiencia de encapsulacion
Diversos estudios han documentado que las ciclodextrinas podrian bloquear los grupos
funcionales de los aceites esenciales, que se vuelven menos disponibles para reducir las
especies radicales (Kamimura et al. 2014; Rakmai et al. 2017). Por el contrario, la
conservacion y mejora de la actividad antioxidante tras la encapsulacion se explica por la
formacion de complejos de inclusion (Lu et al. 2009). Si bien los complejos de inclusion
pueden garantizar una excelente proteccion de los aceites esenciales contra la degradacion o
la evaporacion, no interfieren con los grupos funcionales de los compuestos activos (Kfoury
et al. 2014; Rakmai et al. 2017). Se puede observar un aumento en la actividad antioxidante
cuando se forman enlaces de hidrogeno intermoleculares entre la ciclodextrina y el huésped,
lo que resulta en una formacion de radicales estables al reaccionar con los radicales libres
(Lucas-Abellan et al., 2008). Asimismo, las ciclodextrinas podrian actuar como antioxidantes
secundarios que mejoran la eficacia antirradicalaria de los huéspedes (Lopez-Nicolas et al.,

2007; Nufiez-Delicado et al., 1997).



27

La eficiencia de la encapsulacion depende de varios pardmetros. La retencion del agente
activo dentro de la cavidad estd regulada por factores relacionados con la naturaleza quimica
del huesped, incluido su peso molecular, funcionalidad quimica, polaridad y volatilidad, y
por las propiedades del material de recubrimiento y la técnica de encapsulacion elegida
(Martins et al., 2014).

Por otra parte, se podria utilizar una concentraciéon mas baja del compuesto volatil para
lograr una concentracion efectiva y todos los sitios objetivo del nutracettico potenciales a
tener un crecimiento bacteriano o fungico. Varios estudios han evaluado el efecto de la
encapsulaciéon sobre las propiedades antimicrobianas y antioxidantes de los aceites
esenciales. En primer lugar, la encapsulacion mejord la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales al disminuir la concentracion activa (MIC, MBC, IC50 y LD50) o aumentar
la inhibicion del crecimiento. Esta mejora en las propiedades antimicrobianas podria deberse
a la mayor solubilidad en agua de los AEs tras la encapsulacion, lo que a su vez mejoro el
area de superficie de contacto con el patogeno (Fenyvesi et al., 2014). Los aceites esenciales
también podrian unirse a los componentes hidrofobos, como los lipidos y las proteinas, lo
que reduce su actividad (Burt et al., 2005; Tao et al., 2014), pero las ciclodextrinas reducen
estas interacciones y preservan las propiedades inhibitorias (Budryn et al., 2015). Ademas,
el tamano molecular del complejo de inclusion puede aumentar los mecanismos de absorcion
celular y, por lo tanto, aumentar la actividad antimicrobiana (Rakmai et al., 2017).

En general, estos resultados aportan evidencia de la eficacia de los aceites esenciales
encapsulados en ciclodextrinas para ser utilizados como agentes antimicrobianos y

antioxidantes naturales (Kfoury et al., 2019).
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4.3.4. Formacion del complejo de inclusion
La formacion del complejo de inclusion de una ciclodextrina y un agente activo en solucion
es un proceso de equilibrio entre la formacion del complejo y la disociacion, definido por el

siguiente mecanismo:

K
CD + agente activo < CD - compuesto activo

(Eq. 1)

donde K es la constante de equilibrio, CD es la ciclodextrina libre, el compuesto
activo se refiere a la molécula huésped libre y CD - compuesto activo es el complejo formado.
De esta forma, la constante K refleja la estabilidad del complejo y se define para un complejo
de relacion molar 1:1 mediante la siguiente ecuacion:

[CD - compuesto activo]
Ky =

[CD][compuesto activo]

(Eq. 2)

La capacidad del huésped para formar un complejo de inclusion con una ciclodextrina
esta limitada por el tamafio del huésped en relacion con el tamaio de la cavidad de la CD, asi
como por la termodindmica del sistema (Stella, 1997). Cada CD es capaz de alojar diferentes
tipos de moléculas en funcion del didmetro de la cavidad (Fakayode et al., 2007). La a-CD
generalmente forma complejos con moléculas alifaticas de bajo peso molecular, la f-CD
puede formar complejos con compuestos aromaticos y la y-CD puede albergar macrociclos
y otras moléculas mas grandes (Del Valle, 2004). Los complejos de inclusion se forman con
mayor frecuencia en una proporcion molar de 1:1, aunque también se han observado

proporciones molares guest/host de 1:2,2:1, 1:3, 3:1y 2:3 (Fakayode et al., 2007) . En la Fig.
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3 se pueden observar algunos ejemplos de como la estequiometria del complejo varia segiin

la combinacion CD/compuesto activo.

Stoichiometry

Guest Cyclodextrin guest

Cyclodextrin
complex

2:1 + Q —>
Stoichiometry

I

Cyclodextrin

”
2 + - Q D
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Guest Cyclodextrin guest
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Fig. 3. Complejos de inclusion de ciclodextrinas y su estequiometria (Fakayode et al.,

2007).

4.3.5. Beta-ciclodextrina (B-CD)
La B-CD es un oligosacarido con una forma cristalina de paralelogramo monoclinico, posee
7 unidades de glucopiranosa y un peso molecular de 1135 g/mol. En dicha molécula, el grupo
C2-OH de una unidad de glucopiranosa puede formar un enlace de hidrégeno con el grupo
C3-OH de la unidad de glucopiranosa adyacente (Bender & Komiyama, 1978). En la
molécula, estos enlaces de hidrogeno forman un anillo secundario completo. Esto provoca
que la B-CD posea una estructura rigida y una baja solubilidad en agua (1,85%, w/v) (Voncina
& Vivod, 2013). Entre las CDs, la B-CD ha sido la méas utilizada debido a que su cavidad

apolar puede albergar moléculas de masa molecular de entre 100 y 400 g/mol, que es el rango
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de peso molecular de la mayoria de las moléculas de interés. Un ejemplo son los complejos
estables que la B-CD forma con mono y sesquiterpenos (Szente et al., 1988).

Los estudios que han evaluado el nivel de inclusion de sustancias de sabor o aroma
de un peso molecular promedio de 120 a 160 g/mol dentro de la B-CD han demostrado que
la proporcion molar de moléculas host/guest suele ser de 1:1 para los complejos de inclusion
formados en solucion (Chen & Ji, 2010; Szente y Szejtli, 2004).

Adicionalmente, la -CD es facil de recuperar industrialmente a través del proceso de
cristalizacion (Wang et al., 2011). Su produccion es la més viable econdémicamente, con un
costo industrial por kilogramo aproximadamente 20 veces menor que el de los otros tipos de
CDs. Ademas, las ciclodextrinas han sido reconocidas como ingredientes no toxicos y la p-
CD ha estado en la lista de Generalmente Reconocido como Seguro (GRAS, por sus siglas
en inglés) desde 1998 como encapsulante y protector del sabor, a un nivel del 2% en

numerosos productos alimenticios (Szente & Szejtli, 2004; Thombre & Kanekar, 2013).

4.4. Métodos de encapsulacion

La encapsulacion es un fendémeno molecular que consiste en poner en contacto una o mas
moléculas de ciclodextrinas con una o mas moléculas del compuesto activo, que sera el
huésped. Se puede formar un complejo de inclusion sélido con una amplia gama de
compuestos sdlidos, liquidos y gaseosos (Del Valle, 2004).

En el proceso de encapsulacion, estdn involucrados muchos factores y fuerzas, como
las fuerzas de Van der Wals, las interacciones dipolo-dipolo, los enlaces de hidrégeno, las
fuerzas de dispersion de London, asi como la liberacion de agua (de alta energia) y la tension

conformacional (Hedges, 2009). El método de preparaciéon para obtener complejos de
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inclusion tiene un papel importante en el desempefio y las caracteristicas morfométricas del
producto (Cid-Samamed et al., 2022).

El papel del medio en donde se lleva a cabo la complejacion juega un papel muy
importante, ya que influye en el proceso de equilibrio de inclusion en ambas direcciones
(Astray et al., 2009). Los métodos convencionales para preparar compuestos de inclusion de
ciclodextrinas normalmente involucran al agua como solvente, la cual disuelve ala CD y a
la molécula huésped. No obstante, se han reportado algunos métodos que incluyen solventes
organicos como etanol, acetona o metanol. En ciertos casos, para aumentar la solubilidad, se
agrega una pequeia cantidad de estos solventes al agua, lo que permite la formacion de
complejos sin afectar la naturaleza de la solucion. Estos métodos bien conocidos incluyen la
co-precipitacion, la suspension, y la mezcla en seco. Més recientemente, la liofilizacion y el
secado por aspersion o atomizacion se han convertido en las técnicas mas comunes para
preparar complejos de inclusion, siendo el secado por aspersion el mas preferente a escala
industrial (Grandelli, 2013).

Ademas, un pardmetro que también influye en la tasa de encapsulacion es la
temperatura. A medida que aumenta la temperatura, aumenta la solubilidad de Ia
ciclodextrina y del huésped, incrementandose la velocidad de formacion de complejos. Sin
embargo, la temperatura Optima varia segin el huésped ya que es probable que a altas
temperaturas, algunos complejos se pueden desestabilizar. Existen diferentes enfoques para
obtener complejos de inclusion dependiendo de las propiedades del huésped y la naturaleza
de la ciclodextrina elegida. Como se mencion6 anteriormente, la encapsulacion modifica las
propiedades fisicas y quimicas de los huéspedes, como la solubilidad y la estabilidad. Por

ello, la seleccion de la técnica de encapsulacion depende de la aplicacion final del producto,
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considerando la estabilidad fisica y quimica, la concentracion de los compuestos en el
proceso de encapsulacion, la compatibilidad entre la CD y la molécula bioactiva, el tamaifio
de particula requerido, el mecanismo de liberacion y los costos de fabricacion (Capelezzo et
al, 2018; Kringel et al., 2017).

En esta seccion se presentan algunos métodos para la complejacion de ciclodextrinas

y moléculas huésped, tomando en cuenta sus aplicaciones alimentarias.

4.4.1. Extrusion
Esta técnica se utiliza principalmente para encapsular compuestos volatiles y organicos, que
pueden ser inestables, como los aceites esenciales. El proceso consiste basicamente en (i)
inyeccion y (ii) extrusion en estado fundido, seguido de (iii) extrusidon centrifuga (co-
extrusion). De esta forma, el material a encapsular (nticleo) se dispersa en una masa fundida.
Luego, la mezcla se pasa a través de una matriz, hacia un liquido deshidratante que endurece
el recubrimiento. Es comunmente aplicado en la industria alimenticia, farmacéutica y
cosmética, debido a que no requiere altas temperaturas y el uso de solventes organicos,
aunado a las ventajas que ofrece como larga vida util y estabilidad frente a la oxidacién y
menores tasas de evaporacion del compuesto volatil. No obstante, es un proceso costoso y
las particulas no presentan una distribucion uniforme con particulas de gran didmetro (500 a

1000 um) (Reis et al., 2022; Capelezzo et al., 2018; Silva et al., 2018).

4.4.2. Fluidizacion
Este proceso consiste en rociar una solucion del material encapsulante en una capa fluidizada

de particulas so6lidas a una velocidad suficiente para suspenderlas sin que sean expulsadas de
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la corriente de fluido. Las particulas a encapsular se fluidifican mediante aire caliente en una
camara de recubrimiento y, tras varios ciclos de humectacion y secado, se forma una pelicula.
Este método es eficiente para particulas sélidas solubles en agua. A pesar de que es un
proceso de bajo costo, es de un control complejo y normalmente las particulas producidas

son de un tamafio superior (>100 pm) (Reis et al., 2022; Guignon et al., 2002).

4.4.3. Co-precipitacion
Este es un método util para sustancias no solubles en agua. Asi, el huésped se disuelve en un
disolvente organico (cloroformo, benceno, etanol o éter dietilico). Luego, se agrega una
cantidad en exceso de la ciclodextrina disuelta en agua y se mantiene el sistema bajo agitacion
magnética y protegido de la luz. Cuando el huésped se agrega a una solucion de ciclodextrina,
el huésped insoluble desaparece a medida que se encapsula. La solucion se enfria y se forman
cristales del producto encapsulado. El polvo del complejo de inclusion del precipitado se
separa por filtraciéon o centrifugacion, se lava con el disolvente organico para eliminar
cualquier especie no encapsulada y luego se seca.

La co-precipitacion se considera uno de los métodos mas utilizados y destaca por su
sencillez y eficiencia. Se usa cominmente para investigaciones iniciales en laboratorio, pero
debido a la gran cantidad de agua necesaria, no es adecuada para preparaciones a escala

industrial (Grandelli, 2013; Rakmai et al., 2017; Cheirsilp & Rakmai, 2016; Patil et al., 2010).

4.4.4. Método de amasado
También conocido como método de pasta, esta técnica es conveniente para huéspedes poco

solubles en agua. En primer lugar, las ciclodextrinas se impregnan con una pequefia cantidad
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de agua destilada o con soluciones hidroalcohdlicas, lo que las convierte en una pasta. El
huésped liquido o sélido disuelto se agrega a la pasta y se amasa con la ayuda de un mortero,
dejandolo secar. Luego, la mezcla se lava con solvente para eliminar las particulas adsorbidas
en la superficie. Finalmente, el complejo de inclusion se seca al vacio (Cheirsilp & Rakmai,
2016; Patil et al., 2010).

El método de amasado es una de las técnicas mds comunes y simples utilizadas para
preparar complejos de inclusiéon que requiere una pequeiia cantidad de solvente en la
preparacion y brinda un muy buen rendimiento de inclusion. En consecuencia, conduce a un
proceso de escalamiento mas facil y costos de producciéon mdas bajos, adecuados para la

produccion a escala bulk (Hedges et al., 1995).

4.4.5. Liofilizacion
La liofilizacion, o secado en frio (freeze-drying) es muy recomendable para encapsular
compuestos sensibles al calor, como aceites naturales, compuestos de sabor y productos
farmacéuticos. Dicha técnica es un proceso que consta de etapas de congelacion,
sublimacion, desorcion y almacenamiento, lo que produce un producto seco. Asi, en este
método, la deshidratacion del material congelado se produce bajo un proceso de sublimacion
al vacio y la eliminacion del agua se produce sin someter la muestra a altas temperaturas. Al
ser un proceso no térmico, las propiedades nutricionales y sensoriales de los nutracetticos,
sus caracteristicas funcionales y su color y sabor natural se conservan por mucho tiempo. Se
minimiza el deterioro y la pérdida de huéspedes volatiles debido a la oxidacion o
modificacion quimica. Ademas, este método produce una muestra en polvo con muy buen

rendimiento de inclusion (Del Valle, 2004). Sin embargo, su largo tiempo de procesamiento
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(>20 h), asi como los altos costos de inversion y operacion reducen su aplicabilidad (Reis et
al., 2022; Grandelli, 2013; Capelezzo et al., 2018).

Diversos aceites esenciales y sus compuestos activos, incluidos canela, clavo, estragol,
pimienta negra, timol, tomillo y kamebakaurina, se han encapsulado en hidroxipropil-f3-
ciclodextrinas (HP-BCD). Kamimura et al., (2014), caracterizaron los complejos de inclusion
de carvacrol con HP-BCD estableciendo las propiedades fisicoquimicas y evaluando sus
propiedades antimicrobianas y antioxidantes. Los complejos de inclusion se prepararon
mediante los métodos de amasado (KN) y liofilizacion (FD), y la eficiencia de atrapamiento

fue de 78,09 + 1,24 % para KN y de 83,74 = 1,15 % para FD.

4.4.6. Secado por aspersion/atomizacion (spray-drying)
Esta técnica es una de las mas utilizadas para producir un complejo de inclusion altamente
eficiente a partir de una solucion. Se utiliza cominmente en la industria farmacéutica para
producir un polvo seco a partir de una fase liquida y también como método de conservacion,
aumentando la estabilidad de almacenamiento debido a la eliminaciéon del agua.
Recientemente, se ha aplicado para encapsular acido folico (Cheirsilp & Rakmai, 2016; Patil
et al., 2010).

Este proceso consiste en preparar una emulsion acuosa con el material del nucleo y el
recubrimiento. Para ello, la ciclodextrina se disuelve o suspende en agua desionizada y el
principio activo se agrega a dicha suspension como un so6lido o se disuelve en un solvente.
Posteriormente se realiza la homogeneizaciéon y como paso siguiente, se lleva a cabo la
atomizacion en una cdmara de secado, operado bajo condiciones especificas, como la

temperatura de entrada (5070 °C), el flujo de aire de atomizacion, el caudal de liquido, la
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velocidad del aspirador de vacio y la concentracion de sélidos, entre otros. Finalmente, las
particulas atomizadas se deshidratan. La eficiencia de encapsulacion usando este método
depende en gran parte de la preparacion de una emulsion/suspension estable de aceite en agua
y rocidndola en pequeias gotas en el lecho de secado (Reis et al., 2022; Grandelli, 2013; Cid-
Samamed et al., 2022; Capelezzo et al., 2018).

Este enfoque se destaca por su costo relativamente, alto rendimiento, secado rapido y
apropiado para la produccion en masa dentro de la industria alimentaria. El uso del secado
por aspersion para la produccion de alimentos en polvo ha llamado la atencion debido a la
reduccion del empaque, volumen de almacenamiento, costos de transporte y mayor
estabilidad de los compuestos encapsulados. Ademas, es un proceso corto, flexible y continuo
que se puede aplicar a una variedad de ingredientes alimentarios, incluidos sabores,
vitaminas, minerales, carotenoides, aceites y grasas (Reis et al., 2022; Cid-Samamed et al.,
2022).

Cabe destacar, que el secado por aspersion y el secado por congelacion (liofilizacion)
han proporcionado los rendimientos de inclusion mas altos de los métodos convencionales

de formacion de complejos (Grandelli, 2013).

4.4.7. Método de evaporacion de solucion/disolvente
El método de evaporacion del solvente se basa en la disolucion del compuesto activo y el
material encapsulante en un solvente adecuado. La solucion se emulsiona o suspende y luego
se calienta a una temperatura superior al punto de fusion del material encapsulante (Poncelet,
2006), lo que resulta en la evaporacion de la fase interna de la emulsion (Capelezzo et al.,

2018). Este proceso permite la encapsulacion tanto de particulas hidrofilicas como
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hidrofébicas relacionadas con la fase continua por la cual las moléculas no tienen afinidad
(Lee et al., 2007).

En el caso de las ciclodextrinas, especificamente, el huésped se disuelve al igual que las
ciclodextrinas por separado en solventes miscibles: solucion acuosa para CD y solucion
alcohdlica para el compuesto volatil. Posteriormente, se realiza una mezcla de ambas
soluciones para lograr la dispersion molecular de los agentes host/guest (agitacion por 24
horas). Finalmente, el disolvente se evapora al vacio a 45 °C, aproximadamente, para obtener
un compuesto de inclusion sélido en polvo. Este método se considera como una alternativa
a la técnica de secado por aspersion debido a que es simple y econdmico en la produccion a
escala de laboratorio. Las ventajas que presenta dicha técnica son condiciones no extremas
de temperatura y agitacion, facilidad de uso y escalamiento industrial, menor uso de solvente
residual y compuestos bioactivos sin cambios. No obstante, debido a la rapida evaporacion
del solvente, las capsulas pueden verse afectadas por la formacion de poros, ademas de
posible evaporacion de aceite (Reis et al., 2022).

Varios estudios de complejos de ciclodextrina producidos por este método han mostrado
una mayor solubilidad y velocidad de disolucion en comparacion con otros métodos, como

la trituracion fisica y el método de amasado (Loh et al., 2016).

4.4.8. Técnica de molienda/co-molienda
Mediante este procedimiento, una mezcla del huésped y la ciclodextrina se somete a
molienda por energia mecanica, de tal manera que los compuestos quedan atrapados entre
los medios de molienda, y pueden recibir suficiente intensidad para resultar en una

acumulacién de energia quasi-adiabdtica que permite la formacion de un estructura
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metaestable. Este proceso de molienda da como resultado una rotura de cristales que provoca
una reduccion del tamafio de las particulas y un aumento de la superficie de contacto para la
interaccion entre el huésped y la ciclodextrina (Jug & Mura, 2018).

De esta forma, con la ayuda de dispositivos mecénicos, en este método se pueden
preparar compuestos solidos de inclusion binaria. En este caso, el aceite esencial y la
ciclodextrina se mezclan en un molino oscilatorio y se muelen durante el tiempo adecuado.
La molienda podria representar una técnica mejor que otros enfoques desde el punto de vista
econdémico y ambiental, ya que no requiere solventes organicos toxicos, lo que también ayuda
en los problemas de solubilidad, ademas de su velocidad y alta eficiencia (Cheirsilp &

Rakmai, 2016; Patil et al., 2010).

4.4.9. Método de irradiacion de microondas
En este enfoque, utilizando un horno de microondas, es posible formar un complejo de
inclusion a partir de una reaccion de irradiacion entre el aceite esencial y el agente
complejante, los cuales se disuelven en una mezcla de agua y disolvente organico en una
relacion molar definida. La mezcla se deja reaccionar por un corto tiempo (1-2 minutos) a
una temperatura aproximada de 60 °C en el horno microondas. Una vez completada la
reaccion, se afiade una cantidad adecuada de etanol a la mezcla de reaccion para eliminar el
compuesto activo libre no encapsulado y las ciclodextrinas residuales. El precipitado
obtenido se separa y se seca en estufa de vacio a 40 °C durante 48 horas. Esta técnica es
novedosa para una preparacion a escala industrial debido a los beneficios que ofrece de bajo

costo, reducido tiempo de reaccion, alto rendimiento del producto deseado y ausencia de
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residuos derivados del uso de grandes volimenes de solventes orgéanicos (Cheirsilp &

Rakmai, 2016; Patil et al., 2016; Cid-Samamed, 2022).

4.4.10. Fluidos supercriticos
Un fluido supercritico (SCF, por sus siglas en inglés) se define como una sustancia que se
encuentra a condiciones de temperatura y presion por encima de sus valores criticos (T, Pc),
en cuyo caracter ya no prevalece la distincion entre la fase gaseosa y la liquida (Kiran, 2012).
En la regidn supercritica, el volumen molar o la densidad se pueden alterar cambiando la
presion sin pasar a la region de dos fases (Fig. 4). Esta caracteristica permite que los SCFs
funcionen como solventes ajustables, con una baja viscosidad, sin tension superficial y alta
difusividad (Grandelli, 2013). La principal ventaja de la tecnologia de fluidos supercriticos
radica en la posibilidad de lograr una separacion perfecta del solvente supercritico y los
productos procesados, ya que un simple paso de expansion permite recuperar y reciclar el
gas sin purificacion adicional (Knez et al., 2014).

El diéxido de carbono, al ser una sustancia muy abundante, no inflamable, econdémica,
no toxica, con un alto poder solvatante que permite que diversos compuestos se solubilicen,
una baja viscosidad similar a la de un gas que logra su penetraciéon en muchos sustratos
solidos y un punto critico bajo (31,2 °C, 7,4 MPa), determinan que se considere un fluido

supercritico (Banchero, 2020).
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Fig. 4. Diagrama de fases para un componente fluido puro, con la region supercritica

sombreada (Kiran, 2012).

La técnica de impregnacion con disolvente supercritico se basa en la capacidad de
solubilizacion del scCO; frente al compuesto activo o la ciclodextrina y tienen como objetivo
lograr la formacion de complejos host/guest en condiciones supercriticas antes de la
despresurizacion (Banchero, 2021). Cabe mencionar, que su poder como solvente puede
ajustarse facilmente a través de la modulacién de la densidad simplemente variando la
presion o la temperatura. Asi, en este proceso, el aceite esencial y la ciclodextrina se
disuelven y la solucién se introduce en un recipiente de impregnacion bajo condiciones
supercriticas. Luego, a través de esta solucion se hace pasar el scCO» a temperatura y presion
constantes durante un periodo fijo. De esta manera, el fluido supercritico se difunde con una
tasa alta en la solucion preparada. El procedimiento termina con una rapida descompresion a

presion atmosférica, que implica la gasificacion del CO; y su separacion del complejo
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obtenido, ocurriendo la precipitacion del soluto, como se puede observar en la Fig. 5

(Banchero, 2020; Banchero, 2021).

HEATING OVEN
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PUMP VALVE
—®- W
HEATER IMPREGNATION

VESSEL
VENT (CO3)

CO2

Fig. 5. Esquema simplificado de la técnica de impregnacion por scCOz. Obtenido de

Banchero (2021).

En este método, los rangos de temperatura y presion del proceso pueden variar entre
35 a 160 °C y de 10 a 45 Mpa, respectivamente, y la eleccion de las condiciones mas
adecuadas depende fuertemente de cada sistema de encapsulacion. Algunos autores han
relacionado un efecto positivo en el aumento de la temperatura con un cambio favorable en
el equilibrio de complejacion hacia el producto final (Van Hees et al., 2002; Sauceau et al.,
2008).

Este enfoque es una ruta novedosa y eficiente para la mejora de la biodisponibilidad
de compuestos farmacéuticamente activos, y constituye una técnica innovadora para preparar
complejos en estado s6lido con un buen tamafio de particula y una oxidacion o degradacion
térmica reducida del aceite esencial. Constituye una alternativa a las técnicas tradicionales
de complejacion como el amasado o la co-precipitacion, que presentan algunas limitaciones

que radican en el tiempo de proceso, la presencia de solvente organico residual o la eficiencia



42

de encapsulacion (Banchero, 2021). Si bien este enfoque ofrece condiciones de operacion
versatiles como baja temperatura y atmosfera inerte, debido a su compleja combinacion de
dindmica de fluidos, fendmenos de transporte, termodinamica aplicada y cinética, es dificil

controlar la formacion de particulas (Reis et al., 2022).

4.5. Efecto de la encapsulacion en las propiedades fisicoquimicas de los aceites
esenciales
4.5.1. Retencion
Las ciclodextrinas muestran un efecto muy fuerte en la retencién de aromas debido a la
formacion de complejos (Barankova & Dohnal, 2016). Varios estudios de liberacién han
revelado que las ciclodextrinas reducen la volatilidad, controlan y retrasan la liberacion de
aceites esenciales y sus componentes (Ciobanu et al., 2013). La encapsulacion en -
ciclodextrina ha mejorado la retencion de citral y mentol en pieles de frutas y caramelos
duros, respectivamente (Reineccius et al., 2004). La retencion de aceites esenciales puede ser
de gran ventaja para sus componentes bioactivos que poseen un intenso olor y un alto impacto
en el sabor de los alimentos en los cuales se aplican, como es el caso del aceite esencial de

ajo (Wang et al., 2011).

4.5.2. Mejora de la estabilidad
Las ciclodextrinas pueden ofrecer a los aceites esenciales una vida media més larga en su
cavidad apolar, asegurando un ambiente protegido y manteniendo sus propiedades, ya que
las CDs no interfieren con la actividad de los compuestos volatiles. Asimismo, la

encapsulacion previene el desarrollo y la produccion de isomeros toxicos al reducir el
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contacto entre los componentes del aceite esencial y componentes del exterior, como el
oxigeno, los iones u otros ingredientes, evitando la exposicion directa a la luz y preservando
sus propiedades inhibitorias. Ademads, los complejos de inclusion pueden garantizar una
buena proteccion a los AEs contra la degradacién o evaporacion, y no interfieren con los

grupos funcionales de los compuestos activos (Budryn et al., 2015; Szejtli & Szente, 2005).

4.5.3. Incremento en la estabilidad quimica y fisica
Las CDs dirigen a una mejora de la estabilidad molecular, tales como la estabilidad fisica por
el retraso del crecimiento cristalino y la estabilidad quimica por desaceleracion o supresion
de la reactividad quimica, como la volatilidad, la fotodegradacion, la deshidratacion, la
hidrolisis, la sublimacion, la oxidacion y la descomposicion térmica, asi como
transformaciones estereoquimicas e isomerizaciones (Marques, 1994).

Como se ha comentado, los compuestos volatiles se pueden estabilizar al ser
encapsulados, reduciendo o eliminando cualquier pérdida por evaporacion. La reduccion de
la volatilidad puede demostrarse por un aumento en el punto de ebullicion de las soluciones
o en la sublimacion de los s6lidos (Duchéne, 1986).

Los complejos de inclusion han demostrado una alta estabilidad cuando se calientan
durante el procesamiento industrial de alimentos, se mantienen en equilibrio y duran mas
tiempo que la esencia liquida o los componentes mismos. Por ejemplo, muchas sustancias
aromatizantes sufren sensibilidad a algtn tipo de radiacion, como el citral, que se cicla bajo
irradiacion UV, sufriendo, al igual que otros monoterpenos ciclicos, importantes
modificaciones gustativas. Este tipo de alteracion se evita mediante la encapsulacion en B-

CD. Dicho efecto se encuentra mas acentuado en materiales en estado solido que en



44

soluciones acuosas, donde una pequeiia parte de la molécula huésped se libera del complejo
(Astray et al., 2009).

El carvacrol, el timol y el eugenol, los cuales son componentes de los aceites
esenciales de origen vegetal, se oxidan, descomponen o evaporan cuando se exponen al
ambiente. Si se preparan como encapsulados en B-CD, se pueden estabilizar y su volatilidad,
oxidacion y descomposicion por calor disminuye (Locci et al., 2004). Por lo tanto, los
complejos de inclusion de CDs mejoran la vida util de los productos alimenticios al
protegerlos contra la descomposicion inducida por parametros externos no controlables como

la luz, el aire y el calor.

4.5.4. Incremento en la solubilidad, la disolucién y la tasa de liberacion
La encapsulacion puede resultar en una mayor humectabilidad y/o una marcada reduccion en
el tamafio del cristal (Marques, 1994). De acuerdo con Locci et al. (2004), los aceites
esenciales de carvacrol, timol y eugenol han demostrado un incremento en su solubilidad en

agua, cuando se encapsulan en B-CDs mediante la técnica de scCOz (fluidos supercriticos).

4.6. Caracterizacion de los complejos de inclusion
La estructura, propiedades y comportamiento de los complejos de ciclodextrina pueden
caracterizarse y estudiarse mediante diversas técnicas. Se pueden evaluar el tipo de
interacciones entre las moléculas host/guest, la capacidad de la CD para atrapar al huésped
en su cavidad, la disolucion, el andlisis térmico, entre otros, al analizar cualquier variacion

de las propiedades fisicas o quimicas de la molécula huésped por la formaciéon de complejos
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de inclusioén (Marques et al., 2019; Mura, 2014). Los compuestos de inclusién de CD se han
caracterizado mediante técnicas térmicas y espectroscopicas. Los analisis espectroscopicos
incluyen espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR), resonancia magnética
nuclear (RMN), fluorescencia y ultravioleta-visible (UV-Vis). Por su parte, las técnicas
analiticas térmicas cominmente empleadas incluyen el analisis termogravimétrico (TGA) y
la calorimetria diferencial de barrido (DSC). Otras técnicas de caracterizacion incluyen la
difraccion de rayos X en polvo (DRX) y la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
para la cuantificacion de huéspedes.

Por lo general, lo que se realiza es que los espectros o patrones de los compuestos
puros (CD pura y compuesto activo puro, por ejemplo, aceite esencial) se comparan con los
de sus mezclas fisicas y las los complejos formados para determinar si se han producido
cambios. La difraccion de rayos X y la microscopia electronica de barrido (SEM) se utilizan
para identificar estructuras cristalinas e investigar cambios morfoldgicos de los materiales
procesados, respectivamente, pero no brindan una evaluacion sobre la verdadera formacion
del complejo. En su lugar, se utiliza la interpretacion de los anélisis FTIR, DSC y TGA para

determinar la creacion del encapsulado deseado (Banchero, 2021).

4.6.1. Técnicas espectroscopicas
Todos los métodos espectroscopicos se basan en la medida de una variaciébn en una
determinada propiedad (absorbancia, desplazamiento RMN, intensidad de fluorescencia,
etc.) del sistema. Por lo tanto, es necesario que esta variacion pueda ser detectable con
suficiente precision. Estos métodos suelen consistir en trabajar con una concentracion de

huésped fija y variar la concentracion de la CD, lo que requiere la preparacion de una gran
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cantidad de soluciones de muestra. Esto implica una considerable inversion de tiempo y

material, y podria ser una desventaja en las fases iniciales de desarrollo (Mura, 2014).

4.6.1.1.  Espectroscopia ultravioleta-visible (UV-Vis)

Este método es de gran utilidad para estudiar la formaciéon de complejos host/guest en
solucion, cuando la complejacion da lugar a una modificacion significativa del espectro de
absorcion de la molécula huésped. Dependiendo de la posicion del cromoéforo del compuesto
activo, la transferencia de la molécula huésped desde un medio acuoso a la cavidad del CD
no polar puede modificar su espectro de absorcion UV original, debido a las nuevas
interacciones del entorno del huésped. Por lo general, se pueden observar desplazamientos
batocromicos y ensanchamiento de las bandas como consecuencia de la formaciéon del
complejo de inclusion (Mura, 2014). Esto se puede explicar por un blindaje parcial de los
electrones excitables en la cavidad CyD. La alta densidad de electrones dentro de la cavidad
de CD moviliza los electrones de la molécula huésped atrapada (Marques, 2010). A pesar de
que la espectroscopia UV-Vis es sencillo, econémico y rapido, este método no es especifico
y puede registrar la presencia de sustancias que interfieren y no proporciona una evidencia
directa de la formacion real del complejo de inclusion (Mura, 2014).

Rakmai et al. (2017), realizaron un estudio donde el aceite de milenrama se encapsulo
en hidroxipropil-p-ciclodextrina (HP-BCD) mediante la técnica de liofilizacion. Cuando los
compuestos activos en aceite de milenrama o carvacrol se atraparon con HP-BCD, los picos
de absorcion de cada compuesto del aceite esencial también desaparecieron en el espectro de

los complejos de inclusion.
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4.6.1.2.  Espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier (FTIR)

Los espectros de esta técnica indican el tipo de interaccion intramolecular y/o intermolecular
entre el principio activo y la ciclodextrina. La formulacioén se puede evaluar en el rango de
4000—400 cm™!. En la comparacion entre el compuesto volatil, la CD pura, la mezcla fisica
de compuesto volatil/CD y el complejo de inclusion, el espectro de la mezcla fisica es una
superposicion de los espectros de cada componente puro. El cambio en los picos hacia un
nimero de onda mas alto o més bajo en los complejos de inclusion indica la formacion de
enlaces de hidrogeno entre los aceites esenciales y la ciclodextrina (Menezes et al., 2012).
Ademas, las intensidades de los picos pueden cambiar y algunos de ellos pueden desaparecer
debido a la interaccion de la CD y el compuesto activo (Grandelli, 2013).

Sin embargo, esta técnica no se ha considerado la mas adecuada para confirmar la
encapsulacion ya que los espectros de los complejos de inclusion no presentan bandas
representativas y esclarecedoras, sino solo diferencias muy sutiles en los espectros,

desfavoreciendo la interpretacion de los resultados (Marques et al., 2019).

4.6.1.3. Resonancia magnética nuclear (RMN)
La espectroscopia de RMN es considerada una de las técnicas mas efectivas, completas y
directas para evidenciar la formacién de un complejo de inclusion en solucion (Mura, 2014).
Se emplea ampliamente para elucidar la estructura, el alojamiento geométrico y orientacion
del huésped dentro de la cavidad apolar de la CD, asi como la determinaciéon de la
estequiometria, la estabilidad y el mecanismo del complejo de inclusion, asi como su valor

constante de formacion (Kr) en una solucion acuosa (Schneider et al., 1998; Mura, 2014).
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Esta técnica se basa en los desplazamientos quimicos de protones ('"RMN) o carbonos
(13 RMN) entre el huésped libre y la CD, y el complejo de inclusion formado. Al encapsular
correctamente el huésped, el entorno fisico o quimico de éste y la cavidad se veran afectados,
lo que provocara una modificacion de los espectros de RMN (Tsao et al., 2010). Asi, si se
incorpora una molécula huésped la CD, los atomos de hidrégeno ubicados en el interior de
la cavidad (C-3-H y C-5-H) estaran protegidos por la molécula encapsulada y mostraran un
cambio significativo hacia arriba, mientras que los dtomos de hidrogeno en la superficie
exterior (C-2-H, C-4-H y C-6-H) no se veran afectados o mostraran un ligero cambio hacia
arriba Ademas, a partir de los espectros de 13¢-RMN (que pueden obtenerse en soluciones
acuosas) se puede determinar qué atomos de la molécula huésped participan en la
estabilizacion del complejo y también como estan orientados (Marques, 2010).

Este enfoque se fue utilizado por Locci et al. (2004), quienes prepararon complejos de
inclusion de B-ciclodextrina (B-CD) con carvacrol, timol y eugenol mediante la técnica de
scCO», y su caracterizacion estructural se logré mediante mediante 'NMR en solucion
acuosa, comprobando la formaciéon de los complejos de inclusion para todos los sistemas

examinados.

4.6.1.4. Espectroscopia de fluorescencia
Mediante este método se puede investigar la formacion de complejos de inclusion de
huéspedes fluorescentes y determinar su geometria de complejacion. Normalmente, tras la
formacion de un complejo se observa un mayor rendimiento cudntico de fluorescencia y el
maximo de emision se desplaza hacia longitudes de onda mas cortas, debido a la proteccion

que brinda la CD a la molécula huésped contra los procesos de extincién y de descomposicion
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no radiactiva. A pesar de que esta técnica es simple y muy sensible, se limita inicamente a
moléculas fluorescentes, la preparacion de las muestras a estudiar es compleja y se requiere

de gran cuidado para evitar interferencias (Marques, 2010; Mura, 2014).

4.6.2. Técnicas térmicas
En este grupo, DSC y TGA proporcionan informacion sobre las propiedades fisicas y
energéticas de las muestras, lo que puede ser una sefial de las interacciones de los
compuestos. Aunque los andlisis de DSC se utilizan para cuantificar el rendimiento de
inclusion de las formulaciones obtenidas, no permite distinguir si las moléculas del principio
activo realmente se han incluido en la cavidad de la CD o simplemente se han dispersado en

la ciclodextrina en su estado amorfo (Mura, 2014).

4.6.2.1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica termoanalitica que permite
determinar el cambio de entalpia de un material, ya sea en el modo de compensacion de flujo
de calor o de potencia. Permite estudiar el cambio de propiedades fisicas y quimicas en
funcion de la temperatura y determinar la capacidad calorifica, teniendo una alta sensibilidad
a procesos exotérmicos y endotérmicos (Yang & Hedin, 2022). DSC se considera una técnica
confiable para investigar el proceso de encapsulacion en estado soélido debido a su
sensibilidad para detectar cambios en los perfiles termoanaliticos de las muestras (Giordano
et al., 2001; Karathanos et al., 2007).

El comportamiento térmico de los aceites esenciales como el punto de fusion y la el

cambio de formulacion por el calor se puede estudiar. Luego, los cambios en el punto de
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fusion durante la formacién de complejos de inclusion indican el atrapamiento de las
moléculas huésped dentro de las ciclodextrinas. Como podemos observar en la Fig. 6, el
termograma obtenido durante el andlisis térmico explica el comportamiento endotérmico o
exotérmico del compuesto activo y la formacion de nuevos compuestos (Xu et al., 2018). Si
el aceite esencial se ha incluido en la cavidad de la molécula de la CD, se observara un
desplazamiento o ensanchamiento de los picos, asi como la aparicion de nuevos picos que no
se aprecian en los escaneos de calentamiento del principio activo puro o de la CD pura. Por
su parte, la desapariciéon de los eventos térmicos de las moléculas huésped cuando se
examinan como complejos de CD, generalmente se toma como una prueba de inclusion real,
debido a la incapacidad del huésped para cristalizar mientras esta aislado en las cavidades de
las ciclodextrinas. Sin embargo, la ausencia del pico de fusion del compuesto volatil indica
que éste se ha vuelto amorfo y no indica definitivamente que un complejo de inclusion sea la

causa de la amorfizacion del dicha sustancia (Karathanos et al., 2007; Grandelli, 2013).
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Fig. 6. Termogramas de DSC de molécula huésped cristalina, trimetoprima (TMP), que
forma un complejo con metil-beta-ciclodextrina (MB-CD). Se tomd como referencia un

sistema de mezcla fisica (PM), y se encapsuld por las técnicas de amasado (KN),
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liofilizacion (FD) y atomizacion (SD). Las curvas en TMP y PM indican el pico de fusion

del farmaco. Obtenido de Figueiras et al. (2015).

4.6.2.2.  Analisis termogravimétrico (TGA)

Los métodos de analisis térmico incluyen analisis termogravimétrico (TGA) y termoanalisis
diferencial (DTA). TGA registra la masa de la muestra en funcién del tiempo y permite
evidenciar aquellas transformaciones térmicas que van acompafiadas de pérdida de masa
como absorcidn, desorcion, descomposicion, oxidacion, reduccion o calcinacion. Por otra
parte, el DTA mide los efectos térmicos, ya sean endotérmicos o exotérmicos, y puede
detectar fendmenos que no van acompafiados de cambios de masa, como las transiciones de
fase (Lambert, 2018; Yang & Hedin, 2022).

Se sabe que la formacion de complejos de inclusion mejora la estabilidad térmica de
moléculas de compuestos activos térmicamente labiles. Por ello, las temperaturas de
degradacion térmica de los complejos de inclusion pueden observarse a temperaturas
superiores a la temperatura de degradacion térmica del aceite esencial puro (Fig. 7). Esto se
explica debido a que el aceite esencial y la ciclodextrina tienen cada uno un inicio de
degradacion térmica Unico. En un compuesto de inclusion de CDs, la degradacion térmica
del principio activo se desplaza a una temperatura mas alta ya que el fAirmaco esta protegido

y estabilizado en la cavidad de la CD (Grandelli, 2013).
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Fig. 7. Caracterizacion de TGA de un AE (timol) que forma un complejo con CD. Se
aprecia la pérdida de masa para el AE puro, CD pura, la mezcla fisica y el complejo de

inclusion. Obtenido de Fernandes et al. (2004).

4.6.3. Otras técnicas
4.6.3.1.  Andlisis de difraccion de rayos X (XRD)

XRD es una caracterizacion de estado sélido, en el que se realiza un andlisis estructural
basado en la dispersion de rayos X en las muestras, lo que permite examinar la estructura de
estado solido del material. Diversos cambios en la intensidad y desplazamiento de los picos
pueden indicar la formacion de una nueva estructura solida (Xu et al., 2017; Gao et al., 2015;
de Aratjo et al., 2017).

Este es un método cristalografico rapido y facil que permite la verificacion de la
encapsulacion. Las CDs, en su estado cristalino, forman enlaces de hidroégeno
intramoleculares e intermoleculares que estabilizan la conformacion de la molécula y su

estructura, generando difractogramas bien definidos. Si ocurre una complejacion, la
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cristalinidad de las particulas se reduce, con cambios en los perfiles de difraccion de la
muestra (Raoov et al., 2013; Abarca et al., 2016). El patron de difraccion de una mezcla fisica
suele ser la suma del patron de cada componente, mientras que los difractogramas de los
compuestos de inclusion muestran un nuevo patrén que no se ve en los componentes puros.
A menudo, en el patron de difraccion de un compuesto de inclusion se observa un pico amplio
y suave que indica la presencia de un compuesto amorfo ausente de cristalinidad. Esto
generalmente se toma como una indicacion de un complejo de inclusion formado. Aunque
se observan algunos cambios en la cristalinidad si est4 presente un complejo, es importante
considerar las transformaciones polimorficas que pueden ocurrir en las moléculas del
compuesto activo durante el proceso de formaciéon del complejo (Grandelli, 2013).

Segiin Narayanan et al. (2017), los picos caracteristicos en 26 para B-CD suelen
aparecer aproximadamente en 9,1, 12,6, 22,5,26,9,31,9y 34,7°A, 1o que indica un alto grado
de cristalinidad. Ademads, se observa un ensanchamiento sustancial del pico en los
difractogramas obtenidos para todos los compuestos de inclusion, especialmente en el caso
de las muestras liofilizadas, lo que confirma la hipotesis de complejacion con interacciones

mas eficientes por este método.

4.6.3.2. Espectrometria de masas (MS)
La espectrometria de masas es una técnica analitica utilizada para determinar la composicion
de sustancias quimicas midiendo con precision sus masas moleculares (Romanova et al.,
2016).
Esta se ha convertido en una herramienta Wtil para la elucidacion de pesos

moleculares, estequiometrias e incluso interacciones no covalentes dentro de ensamblajes
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supramoleculares, proporcionando ventajas sobre los diferentes métodos analiticos en
términos de sensibilidad y velocidad. La técnica se ha aplicado para proporcionar
informacion sobre la encapsulacion de estructuras organicas, ferroceno y sus derivados, asi

como metalocenos en ciclodextrinas (Bruni & Schiirch, 2021).

4.6.3.3. Microscopia electronica de barrido (SEM)
Esta microscopia es de gran utilidad para visualizar y analizar los cambios en la morfologia
superficial de diferentes complejos de formacion, mostrando el tamafio y la forma de los

complejos de inclusion (Xu et al., 2017).

5. Metodologia
5.1. Materiales y métodos
5.1.1. Materiales
El aceite de tomillo utilizado era de calidad alimentaria y se obtuvo del Departamento de
Ingenieria en Industrias Alimentarias, manteniéndolo en frascos oscuros tapados hasta su
uso. La beta-ciclodextrina hidratada (B-CD) se adquiri6 de Sigma-Aldrich. Otros solventes y
reactivos como el etanol y acido clorhidrico fueron grado analitico del Departamento de

Ciencias Quimicas-Biologicas de la Universidad de las Américas Puebla.

5.1.2. Preparacion de los complejos de inclusion de B-CD
En este estudio, se prepararon complejos de inclusion de TEO con B-CD en una proporcion
molar 1:1. El método de amasado y de liofilizacién se utilizaron como técnicas de

complejacion debido a su eficacia y buen rendimiento en procedimientos encontrados en la
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literatura. También se utilizo el método de CO; supercritico debido a su ventaja de no utilizar

ningun disolvente orgédnico y de preparar complejos en estado solido.

5.1.2.1.  M¢étodo de amasado

Los complejos de inclusion se prepararon de acuerdo con las metodologias descritas por Tao
et al. (2014) y Marques et al. (2019), con algunas modificaciones que se describen a
continuacion.

e Agua como solvente
El aceite de tomillo fue afadido a una suspension de B-CD en una relaciéon molar 1:1 (0,1
mmol:0,1 mmol), utilizando una cantidad de 104,6 mg de B-CD, 0,10 mL de agua y 0,014
mL de TEO. De esta forma, se amasaron en un vaso de precipitados pequefio hasta obtener
una pasta blanca homogeneizada. A continuacion, el s6lido obtenido se secd en un desecador
durante 5 dias a temperatura ambiente. El polvo se almacen6 en un congelador a -20 °C hasta
su uso posterior.

e Etanol como solvente
En este caso, se utilizo el método anterior con la modificacion de utilizar tinicamente etanol

como solvente (0.10 mL).

5.1.2.2. Me¢étodo de liofilizacion
e Agua como solvente
Este método se realiz6 de acuerdo con lo descrito por Marques et al. (2019). Se anadio aceite

de tomillo (0,14 mL) a una solucién saturada de B-CD previamente homogeneizada, a
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concentraciones equimolares (1 mmol:1 mmol), y se agit6 magnéticamente en un recipiente
sellado durante 48 horas a temperatura ambiente (25 °C). Después de mezclar, la solucion se
congeld a -80 °C durante 24 horas y se liofilizé a -85 °C a 0,010 mbar en un equipo
LABCONCO Freezone 6 L -84 °C hasta sublimar toda la mezcla. El polvo liofilizado
resultante se almacen6 en un contenedor Falcon sellado en un congelador a -20 °C hasta su
uso posterior.
e Solucién de etanol/agua como solvente

Este método se prepard de acuerdo con Tao et al. (2014). De esta manera, se tomaron
concentraciones equimolares de B-CD y TEO (1 mmol:1 mmol), dispersando 1135 mg de B-
CD en 11,35 mL de solucion de etanol-agua (1:3 v/v) a temperatura ambiente bajo agitacion
constante durante 30 min. La misma cantidad de TEO descrita en la Seccion 5.1.2.2.1 se
solubilizo6 en etanol al 10% (v/v), en la proporcion de 1 g de TEO por 10 mL de soluciéon de
etanol y se agregaron a la mezcla de B-CD. Dicha mezcla fue agitada magnéticamente,
congelada, liofilizada y almacenada en las mismas condiciones que la técnica descrita

anteriormente.

5.1.2.3.  Fluidos supercriticos (scCO3)
Los complejos de inclusion se prepararon de acuerdo con lo descrito por Locci et al. (2004)
y Pires et al. (2018) con algunas modificaciones. Para ello, se procesé en una unidad
supercritica a escala de laboratorio una mezcla fisica sélida de 1,24 mL de TEO y 9,003 g de
B-CD (1:1). Las muestras se trataron bajo un rango de presion de 80-90 bar (que corresponde
a las condiciones de mayor solubilidad de los aceites esenciales en CO» supercritico), un flujo

de 90 mL/min y una temperatura de 50 °C con un tiempo de contacto de 6 horas. Todas estas
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condiciones fueron controladas mediante un barémetro y una banda térmica localizada
alrededor del tubo contenedor. Asimismo, se adicionaron unas perlas metalicas a la mezcla
solida con el objetivo de aumentar la superficie de contacto del complejo y el gas, las cuales
fueron removidas al finalizar el proceso mediante un tamiz. Cabe mencionar que tomo
aproximdamente 3 horas para alcanzar la presion y temperaturas deseadas. De esta manera,
el CO; supercritico actia como solvente para las moléculas huésped y juega un papel

importante en la complejacion debido a su alta difusividad y baja viscosidad.

5.2. Caracterizacion fisicoquimica
5.2.1. Analisis quimico
El aceite esencial de tomillo se analiz6 por cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS). La muestra se analizdé con un cromatdgrafo de gases en red (6850,
Agilent Technologies) acoplado a un detector selectivo de masas (5975 C VL, Agilent
Technologies), con eje triple y un inyector split-splitless (relacion de division 1:10). El flujo
del gas portador helio se fijo en 1,1 mL/min. Las muestras se prepararon diluyendo el aceite
esencial a 5:100 (v/v) en etanol y el volumen de inyeccion fue de 1 pL. Los derivados se
separaron en una columna capilar de silice fundida (30 m por 0,250 mm; espesor de pelicula,
0,25 um; Agilent J&W) HP-5MS (5% de fenilo—95% de polidimetilsiloxano). La temperatura
del horno de columna se programo6 de 60 °C (4 min) a 240 °C (10 min) a 4 °C/min. Las
temperaturas del inyector y del detector se fijaron en 250 y 280 °C, respectivamente. Los
componentes del aceite se identificaron comparando con los espectros de masas de
compuestos puros y el perfil de masas de los mismos compuestos disponibles en la biblioteca

del Instituto Nacional de Tecnologia Estdndar (NIST) de EE. UU.
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5.2.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)
Los espectros FT-IR de TEO, B-CD y los complejos de inclusiéon se recolectaron a
temperatura ambiente en el rango de la region del infrarrojo medio de 650 a 4000 cm'!
utilizando un espectrofotometro Cary 630 (Agilent Technologies) acoplado a un accesorio
para analizar la reflectancia total atenuada (ATR) a una resolucion de 4 cm™!. Los espectros

obtenidos fueron procesados por el software Agilent MicroLab.

5.2.3. Analisis térmogravimétrico (TGA/DTA)
Para identificar la degradacion de las ciclodextrinas, la evaporacion del aceite de tomillo y la
formacion del complejo de inclusion, se realizaron curvas termogravimétricas (TGA/DTA)
en una termobalanza NETZSCH STA 2500, en atmoésfera dindmica de nitrégeno (10 mL
min '), a velocidad de calentamiento de 10 K/min en el rango de temperatura de 30-600 °C,
utilizando crisoles de dioxido de aluminio (Al,Os3), con aproximadamente 10 mg de muestras
solidas.

5.2.4. Microscopia electronica de barrido (SEM)
Las microestructuras de los polvos de los complejos de inclusion se analizaron utilizando el
microscopio electronico de barrido MAIA3 TESCAN, con un potencial de aceleracion de 10
kV. Las muestras solidas se montaron en trozos adheridos con cinta de grafito para

influenciar la conduccion.

5.2.5. Eficiencia de encapsulacion
Se llevo a cabo la metodologia descrita por Rezaei et al., (2021). Para ello, se disolvieron 10

mg del complejo CD-TEO, asi como la cantidad equivalente de CD contenida en la muestra
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(~8,73 mg) en 10 mL de etanol y se agitaron durante 24 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, las soluciones se sonicaron durante 10 min a temperatura ambiente y después
de centrifugarlas a 2000 rpm durante 10 min, se determin6 su absorbancia utilizando un
espectrofotometro UV (Cary 60) a 274 nm. Se utilizé una celda de de cuarzo y la muestra en
blanco fue una dispersion de la cantidad fija tomada de CD. La cantidad (uL) de TEO se
determind segiin la curva de calibracion del espectrofotometro realizada con diferentes
concentraciones del aceite. La eficiencia de encapsulacion (EE) de TEO se determind

utilizando la Eq. 3.

_ cantidad de TEO encapsulado

cantidad inicial de TEO x 100

(Eq. 3)

5.3. Estudios de actividad antimicrobiana
5.3.1. Cepas bacterianas
Se obtuvieron precultivos (-20 °C, glicerol 1:1, v/v) de cepas bacterianas (Listeria
monocytogenes Scott A 'y Escherichia coli ATCC 25922) de la coleccion de cepas del
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Universidad de las Américas Puebla
(UDLAP, México, Puebla). Cada cepa se cultivo (37 °C, 24 h) en Tryptic Soy Broth (TSB;
Difco, BD, Sparks, MD) y el in6culo se ajustd aproximadamente a 105 CFU/mL por dilucion

por recuento en placa.
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5.3.2. Ensayos antimicrobianos

A partir del complejo de inclusion de B-CD/TEO obtenido por el método de scCOx, se
tomaron diferentes cantidades (0,25 y 0,50 g) y se solubilizaron en etanol al 99%, obteniendo
concentraciones de 25 y 50 mg/ml, respectivamente. Se utilizo la técnica de difusion en disco
de agar con papel filtro. Para ello, se dispensaron papeles filtro blancos estériles de 5 mm de
didmetro sobre la superficie de placas petri de agar Mueller-Hinton (previamente sembradas
por esparcimiento con los inodculos L. monocytogenes 'y E. coli). Luego, se agregaron 100 puL
de cada tratamiento. Cabe mencionar que se trabajé en un medio neutro (pH 7,0) tanto en el
agar como en la solubilizacion del complejo. Se usaron como control placas inoculadas con
la bacteria sin la adicion del complejo de inclusion. Esto se realizé por duplicado. Las placas
se invirtieron y se colocaron en una incubadora a 35 °C por 24 h. Después del tiempo de
incubacion, se examin6 cada placa y se midieron las zonas de inhibicion resultantes.

Como segundo ensayo, se tomaron las mismas cantidades del complejo B-CD/TEO que
en el primer ensayo y se solubilizaron a un pH 5,0 (para promover la liberacion del EO) por
medio del buffer Mcllvaine que contenia acido citrico 0,1 M y fosfato de sodio dibasico 0,2
M, y se mantuvo en agitacion durante 5 min. Posteriormente, se dejo reposar en el solvente
por 5 dias, aproximadamente, para promover su liberacion. Se utilizd la técnica de difusion
en pozo de agar para investigar la actividad antimicrobiana de cada muestra. El método se
baso en las recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute para el método
de difusion en disco (CLSI, 2015) con modificaciones sugeridas por Magaldi et al. (2004).
Para ello, se preparo agar tripticaseina soya (TSA) y luego de la esterilizacion se ajust6é a pH
3,0 y pH 5,0 con acido clorhidrico (HCI). Por lo tanto, se hicieron pozos de 10 mm de

diametro después de la solidificacion de TSA. Los indculos estandarizados de L.
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monocytogenes y E. coli se inocularon en la superficie del agar utilizando una varilla de
vidrio estéril. Posteriormente, se agregaron a los pozos 100 pL. de cada complejo de inclusion.
Se usaron como control placas inoculadas con la bacteria sin la adicion de B-CD/TEO. Las
placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. La actividad antimicrobiana se evalué midiendo
los diametros (en mm) de la zona clara de inhibicion del crecimiento. Dichas pruebas se

realizaron por triplicado.

6. Resultados y discusion
6.1. Composicion de TEO

A partir del analisis de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)
se encontraron 51 componentes en el aceite esencial de tomillo estudiado. Entre los
principales compuestos se encuentran linalol y carvacrol, constituyendo aproximadamente el
50%. Asimismo, se distinguen p-cimeno (17.19%), 6xido de cariofileno (6.46%) y timol
(4.39%). En la Tabla 3 se presentan dichos componentes quimicos mayoritarios con sus
respectivos porcentajes. Asimismo, se encontraron mas compuestos presentes en menor

proporcion, como el y-terpineno (2.65%), canfeno (2.44%) y B-pineno (1.22%) (Anexo 1).

Tabla 3. Principales componentes del aceite esencial de tomillo de acuerdo con el analisis

de cromatografia de gases acoplado a un espectrometro de masas (GC-MS).

Componente Area (%)
Linalol 25.84
Carvacrol 24.25
p-cimeno 17.19

Oxido de cariofileno 6.46
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Timol 4.39
1R-alfa-pineno 3.35

De acuerdo con diversos reportes, los principales componentes del aceite esencial 7.
vulgaris es el timol, seguido de y-terpineno y p-cimeno (Boruga et al., 2014; Abozid & Asker,
2013). Asi, los principales componentes del TEO en los trabajos mencionados son
compuestos fendlicos, responsables del aroma de la sustancia (Baranauskien¢ et al., 2003).
Como se puede observar, existe una gran diferencia respecto a las proporciones de los
componentes reportados en la literatura y los que se analizan en este estudio, en el cual
también se encontraron alcoholes monoterpénicos, como el carvacrol, linalol y p-cimeno.
Aunque el porcentaje obtenido de compuestos quimicos detectados difiere de otros estudios,
varios componentes detectados en el aceite esencial de tomillo, como linalol, timol,
carvacrol, a-pineno y p-cimeno, concuerdan con informes anteriores. Reyes-Jurado et al.
(2022), identificaron un total de 15 compuestos por CG-MS en TEO, siendo p-cimeno
(19,80%), linalol (14,61%) y timol (12,13%) los principales componentes, lo que demuestra
las variaciones que puede tener el TEO.

Adicionalmente, también existen parametros que pudieron haber influido en la
composicion del aceite esencial de tomillo, causando variaciones en las proporciones de los
componentes, como la planta de origen, su etapa de desarrollo, su localizacion, el periodo de
cosecha, la técnica de extraccion, y principalmente el quimiotipo, ya que influyen en las vias
biosintéticas de la planta y, en consecuencia, en la proporcion de los principales compuestos
caracteristicos (Abozid & Asker, 2013). De acuerdo con Baranauskiené et al. (2003), los

fertilizantes nitrogenados tienen una pequefia influencia en el rendimiento del cultivo, asi
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como en la produccion y composicion del aceite esencial y algunas otras caracteristicas
quimicas del tomillo. Asimismo, debido a que la sustancia tuvo un periodo de
almacenamiento prolongado, puede ser que algunos compuestos se hayan transformado en
otros o se hayan degradado con el paso del tiempo.

Con respecto a los quimiotipos, en un trabajo realizado por Satyal et al. (2016), se
tomaron 85 composiciones de aceite esencial de 7. vulgaris para realizar un analisis
jerarquico de conglomerados, y el estudio revel6 hasta 20 quimiotipos diferentes del aceite
de tomillo. El quimiotipo con mas muestras (39) fue el timol, que habia sido reconocido
previamente. Otros quimiotipos previamente estudiados fueron el quimiotipo geraniol; con
tres muestras representativas; el quimiotipo linalool, con cuatro muestras; y el quimiotipo
carvacrol, con dos muestras, entre otros. Otros quimiotipos identificados incluyen el conjunto

linalool/carvacrol/p-cimeno, el cual se puede encontrar en el presente estudio.

6.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
FT-IR es una técnica adecuada para evidenciar la formacion de los complejos de inclusion
B-CD/TEO, debido al cambio o desaparicion de las vibraciones de estiramiento y flexion de
los grupos funcionales de la molécula huésped una vez complejados, asi como la alteracion
de la intensidad y ubicacion de las bandas de la B-CD. Sin embargo, su aplicacion es limitada
cuando la masa de la molécula huésped no supera el 5-15% de la masa del complejo porque
las alteraciones suelen estar enmascaradas por el espectro de CD (Friné et al., 2019; Marques,
2010). En la Fig. 10 se pueden visualizar los espectros FT-IR de las muestras puras y
complejadas. En este estudio, se trabajé con las muestras obtenidas por las técnicas de

liofilizacion y fluidos supercriticos (FD-1, FD-2 y scCOy).
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Con respecto a B-CD, en el espectro se puede observar una banda ancha caracteristica en
3265 cm ! asignada a las vibraciones de estiramiento de -OH. El pico a 2922 cm™! pertenece
a vibraciones de estiramiento simétricas/asimétricas C-H (Sun et al., 2021). La banda de
absorcion a 1645 cm™! corresponde a la flexion de H-O-H (bandas de deformacion del agua
presente en la cavidad) (Abarca et al., 2016; Pires et al., 2019). El pico centrado en 1418
cm ! esta formado por la superposicion de las vibraciones de tijera (scissoring) -CHz y
cabeceo (wagging) con el -OH en las bandas de flexion. La region entre 1180 y 1000 cm ™!
se puede asignar al estiramiento de los enlaces glucosidicos C—O—C y C—OH (Durante et al.,
2020). La banda ancha centrada en 1021 cm™! y la de 1073 cm’! estan asociadas con las
vibraciones del enlace de estiramiento simétrico C—O—C, mientras que la banda en 1148 cm”
! estd asociada con las vibraciones asimétricas de C-O—C (El Kharraf et al., 2021; Abarca et
al., 2016; Wang et al., 2014).

Para TEO, los picos caracteristicos se visualizaron en una banda muy ancha en 3352 cm™!
debido al estiramiento de los grupos O—H enlazados con H en agua de hidratacion o alcohol
y fenol, 1418 cm™! (vibracion de flexion —OH), y 1224 cm™! (vibracion de flexion C-0). De
acuerdo con el analisis de Cantauro et al. (2017), las bandas en 2959 cm™!, 2924 cm™! y 2868
cm! corresponden a estiramientos C—H asimétricos y simétricos en grupos alifaticos —~CHs.
Su flexidn asimétrica y simétrica provoca la sefial en el rango entre 1457-1380 cm™!. Ademas,
las sefiales en el rango 1617-1582 cm™! (sefial de estiramiento C=C—C) y los picos en las
regiones 1224-944 ¢cm™! y 855-806 cm™!, relacionados con C-H aromatico con flexion
dentro y fuera del plano, respectivamente, prueban la presencia de anillos aromaéticos,
relacionados con los compuestos fenodlicos del TEO como el timol y/o el carvacrol. Asi, la

presencia de estos compuestos se confirma a partir de las sefales tipicas de la funcion
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fendlica, como la flexion de los grupos O—H en el rango de 1334-1239 cm™!, las bandas de
absorcion de C-OH que se extienden a 1151 y 1058 cm™! y los picos por a la flexion fuera
del plano O-H en la region 738-691 cm™! (Rezaei et al., 2021; Catauro et al., 2017).

De acuerdo el espectro de Schulz et al. (2005), las bandas de vibracion del anillo de timol
y carvacrol se observaron a 804 cm™ y 811 cm!, respectivamente. En los espectros FT-IR
del presente estudio, solo se observd el pico caracteristico de carvacrol a 806 cm,
evidenciando que el aceite de tomillo investigado era del tipo carvacrol (Altiok et al., 2010).
Esta banda surge de la superposicion de las bandas de timol y p-cimeno (804 y 813 cm™!) y
se puede atribuir a vibraciones oscilantes del -CH fuera del plano, que son las sefiales mas
importantes utilizadas para distinguir las sustituciones en los anillos aromaticos (Agnieszka
etal., 2013).

En el analisis FT-IR de los complejos de inclusion, los espectros obtenidos tuvieron unas
grandes similitudes con el espectro de B-CD pura, ya que se observaron todos los picos
pertenecientes a P-CD y los picos caracteristicos de TEO desaparecieron. Los
desplazamientos de las bandas de absorcion caracteristicas de TEO y B-CD con respecto a su
espectro en su forma pura indican la presencia de TEO en el complejo de inclusion y su
interaccion con B-CD (Adjali et al., 2022). Sin embargo, de acuerdo con Abarca et al. (2016),
una ausencia de modificaciones de las sefiales asociadas con B-CD por la presencia de
compuestos activos puede explicarse debido a un bajo contenido de TEO dentro de la
ciclodextrina o una interaccion débil entre ambos compuestos, lo que podria concordar con
los resultados de la eficiencia de encapsulacion.

No obstante, en los espectros de los complejos de inclusion se detectaron ciertas

interacciones entre TEO y B-CD que aparecieron o desaparecieron en el rango de 1700-1200
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cm !, La vibracion de flexion (1224 cm™') de TEO mostré un cambio en B-CD/TEO y
aparecio a 1237 cm™! (con una intensidad mas baja) para las tres muestras analizadas, y puede
estar relacionado con la interaccion del grupo C-O de TEO con B-CD. Otro pico caracteristico
de TEO a 1418 cm™! se desplazd y disminuy6 su intensidad en TEO/B-CD, apareciendo
alrededor de 1438 cm™! (vibracion de flexion -OH). Las interacciones entre TEO y B-CD
pueden deberse a los enlaces de hidrogeno entre los grupos —OH de los componentes de TEO
(como timol y carvacrol) y los grupos —OH de la ciclodextrina (Rezaei et al., 2021).
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Fig. 10. Analisis FT-IR de TEO, B-CD y los complejos de inclusion.

6.3. Analisis térmogravimétrico (TGA/DTA)
De acuerdo con los termogramas obtenidos (Fig. 10), el perfil termoanalitico del B-CD se
puede dividir en 3 partes: (1) pérdida de agua desde temperatura ambiente hasta 140 °C, (2)
degradacion térmica a partir de 280 °C; (3) ignicion por encima de 300 °C. Se puede observar

que entre 140 y 280 °C la curva TGA es plana y no se detecta pérdida de masa (Giordano et
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al., 2001). De esta forma, los termogramas de B-CD mostraron una pérdida de masa de 13%
(~96 °C), relacionado con la pérdida de agua en la zona intersiticial de la molécula (en la
superficie de la CD, >100 °C) y de la cavidad (~110 °C), y 79% (~335 °C), relacionado con
la descomposicion del material. La curva TGA/DTA en nitrdgeno para el aceite esencial de
tomillo tiene un perfil tipico, mostrando un solo paso de descomposicion, resultado del
proceso de evaporacion y volatilizacion del aceite y todos sus diferentes componentes que se
inicia a los 70 °C y finaliza a los 195 °C, que coincide con el punto de ebulliciéon reportado
de dicha sustancia. Este analisis muestra que perdié mas del 99% de su masa en el proceso.

Con respecto al aceite encapsulado, es posible observar que la pérdida de peso inicial fue
menor que la observada en -CD, indicando la existencia de interaccion host/guest. Esto es
debido a que la adicion de los compuestos no polares provocan un desplazamiento de las
moléculas de agua contenidas en la cavidad hidrofobica de la B-CD hacia el exterior, teniendo
una interaccion energéticamente favorable. Ademas, entre 120 y 270 °C se presenta una
pérdida de peso de TEO no complejado y posiblemente adherido a la zona intersticial de las
ciclodextrinas. Adicionalmente, el solvente utilizado (etanol) puede estar presente en las
muestras (KN-2 y FD-2) y también forma parte del peso perdido en la primera y segunda
etapa. Finalmente, asi como con la ciclodextrina, a partir de los 300 °C se puede observar la
degradacion del complejo de inclusion, con una pérdida de masa. Inmediatamente, se
presenta la carbonizacion de B-CD (~335 °C). Asi, la pérdida de masa en estos pasos indica
la eficiencia de la complejacion, y el incremento en la estabilidad térmica de TEO.

En la Tabla 4 se pueden observar las pérdidas de masa en las 3 etapas principales del
proceso para las muestras complejadas por diferentes técnicas. De esta forma, las muestras

que tuvieron una pérdida significativa de compuesto activo en el intervalo de estabilidad de
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B-CD fueron aquellas preparadas por el método de amasado con etanol como solvente y
liofilizacidon con agua y etanol/agua como solventes, teniendo una pérdida mayor al 9,5%.
Por otro lado, la muestra scCO> exhibi6é Unicamente ~1,2% més de pérdida en masa con
respecto a la muestra de B-CD pura. Asi, esto indica que el método de fluidos supercriticos

demostro6 la mejor capacidad de complejacion.

Tabla 4. Pérdida de masa (%) de cada muestra en las tres etapas del proceso de 30-600 °C.

Segunda etapa
Primera etapa Tercera etapa
Pérdida de Estabilidad del ]
Pérdida de agua ) Degradacion B-CD
masa (%) complejo
(30-120 °C) (290-350 °C)
(120-290 °C)
p-CD 13,0 (~40-130 °C) 2,84 (~130-304°C) 64,46 (~304-340 °C)
KM-1 19,8 (~45-130 °C) 4,12 (~130-300°C) 62,13 (~300-340 °C)
KM-2 12,93 (~40-124 °C) 13,98 (~124-294 °C) 60,14 (~294-334 °C)
FD-1 6,80 (~41-121 °C) 13,22 (~121-296 °C) 68,22 (~296-332 °C)
FD-2 6,04 (~30-122 °C) 9,56 (~122-292°C) 84,38 (~292-335 °C)

5cCO2 18,9 (~50-134 °C) 4,08 (~134-299°C) 62,29 (~299-334 °C)
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Fig. 11. Analisis termogravimétrico (TGA) de TEO, B-CD y de los complejos de inclusion

B-CD/TEO.

Por otra parte, en la Fig. 11 se muestra el grafico comparativo del termoanalisis
diferencial (DTA) para las muestras puras y complejadas. Los picos direccionados hacia
arriba representan un fendémeno endotérmico, y hacia abajo un proceso exotérmico.
Primeramente, el TEO muestra picos endotérmicos, resultado de la volatilizacion de los
diferentes componentes del aceite. Por otro lado, el perfil de la f-CD muestra dos picos
endotérmicos importantes: la pérdida de agua y la degradacion de la molécula a las

temperaturas mencionadas de acuerdo con el andlisis termogravimétrico. Para los complejos
de inclusion, se observa el pico de la pérdida de agua, aproximadamente a la misma
temperatura que la -CD, y desaparecen curvas endotérmicas de componentes volatiles para
KM-1 y scCOa. Especificamente, para la muestra de scCO,. Para las muestras restantes

algunos picos se conservan, indicando la degradacion de aceite no complejado. Con respecto
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al segundo proceso, se presenta el pico endotérmico de degradacion para todos los complejos,
a excepcion de la muestra scCO;, la cual expone un pico exotérmico. Dependiendo de las
diferentes formas de preparacion y los consiguientes niveles de hidratacion, las muestras de
B-CD pueden existir en diferentes formas cristalinas y algunas de ellas pueden transformarse

entre si. Una transicion exotérmica puede atribuirse a una transformacion reversible de -CD

en estado sélido (Giordano et al., 2001).
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Fig. 11. Termoanalisis diferencial (DTA) de B-CD y de los complejos de inclusion -

CD/TEO. Los picos hacia arriba representan un proceso endotérmico, y los picos hacia

abajo son exotérmicos.

6.4. Microscopia electronica de barrido (SEM)
Las micrografias obtenidas a partir de SEM muestran el tamafio y la morfologia de las

particulas de la muestra pura de B-CD y de los complejos de inclusion 3-CD/TEO preparadas
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por los métodos KN, FD y scCO». De estas imagenes, se pueden observar que la mayoria de
las particulas presentan porosidad, formas irregulares, superficies lisas y bordes afilados con
diferencias significativas en la distribucion del tamafio (Fig. 12). En el Anexo 2 se pueden
apreciar micrografias adicionales de las muestras analizadas. La apariencia de poros se puede
atribuir a la pérdida de agua atrapada por la red de hidrolizado de colageno durante la
preparacion de la muestra para SEM (Sutaphanit & Chitprasert, 2014).

La forma y morfologia de las particulas de los complejos tuvieron grandes
desigualdades con respecto a las de B-CD libre. Los tamafios de particulas para p-CD
estuvieron en el rango de 10-100 pm, el método KN-1 tuvo tamanos de 2 pm
aproximadamente, FD-2 se encontro6 en el rango de 3.5-10 um y scCO; abarc6 de 80-100 pum.
De este modo, los tamafios de particula de la B-CD libre fueron mucho mayores que los de
los productos encapsulados. Al considerar que B-CD forma clusters en solucion a través de
enlaces de hidrégeno intermoleculares, podria ser que la incorporacion de aceite esencial de
tomillo interfiere en estas interacciones y reduce el tamafio de particula (Rakmai et al., 2018).

Adicionalmente, se evidencia una aglomeracion donde las particulas grandes atraen
a particulas mas pequefias debido a la falta de carga neta (El Kharraf et al., 2021). Resultados
similares han sido obtenidos por Hill et al. (2013) con el complejo B-CD/trans-
cinamaldehido:eugenol, Tao et al. (2014) con B-CD/TEO y Seo et al. (2010) con el complejo
B-CD/eugenol en el cual se formaban grandes agregados, lo que sugiere que su forma
irregular fue consecuencia del autoensamblaje de B-CD en el agua. Adicionalmente, Choi et
al. (2009) han reportado que en la preparacion de las muestras para la microscopia

electronica, al cargar las particulas en la rejilla para asentar y adherir la muestra, provoca que
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las particulas aglomeradas se separen en particulas mas pequenas, observable en las imagenes

TEM.
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Fig. 12. Micrografias obtenidas por SEM: a) B-CD, b) KN-1 B-CD/TEOQ, c) FD-2 B-

CD/TEO, d) scCO, B-CD/TEO.

6.5. Eficiencia de encapsulacion (EE)
Para cuantificar la cantidad de compuesto activo encapsulado dentro de la B-CD, se
determino la eficiencia de encapsulacion (EE). Este estudio se llevo a cabo tnicamente con
el complejo de inclusion obtenido por el método de fluidos supercriticos. Primeramente se
obtuvo una curva de calibracion (Fig. 8) con concentraciones que van de 5 ppm hasta 100

ppm, considerando una concentracion inicial de 1,122 mg (1,22 ug) del aceite en el complejo
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a partir de los 10 mg que se tomaron. Posteriormente, al cumplirse satisfactoriamente la Ley
de Beer, y teniendo una absorbancia de 1.3045 para la muestra problema, se calculé una
concentracion de 30.12 ppm, lo que corresponde a una EE del 26.92%.

4.5 y=0.0427x + 0.0185 ,
4 R?=0.9991 _~
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Fig. 8. Curva de calibracion del aceite esencial de tomillo obtenido a partir de

espectroscopia UV-Vis.

Aqui, es importante sefialar que la eficiencia del atrapamiento puede depender de
varios factores, tales como la estructura quimica y caracteristicas fisicas del huésped a
encapsular y las interacciones host/guest, ademas del método de encapsulacion (Abarca et
al., 2016). Tomando en cuenta que el componente del TEO en mayor proporcion es el linalol,
se puede analizar desde dicho punto de vista. El linalol es un alcohol monoterpénico no
ciclico: es octa-1,6-dieno sustituido con grupos metilo en las posiciones 3 y 7 y un grupo
hidroxi en la posicion 3.

Lawtrakul et al. (2014), realizaron un trabajo en donde se describe un modelo

molecular del complejo de inclusion B-CD con derivados de aceites esenciales, como
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interacciones dipolo-dipolo, van der Waals e interacciones hidrofobicas. Esta técnica
permitid determinar las energias de union de B-CD/AEs: eugenol/B-CD > metil eugenol/f-
CD > linalol/B-CD > estragol/B-CD > eucaliptol/B-CD. Estos resultados evidenciaron
interacciones favorables entre B-CD y moléculas con funciones aromadticas y grupos
hidroxilo —OH. Por otra parte, las moléculas lineales como linalol, mostraron interacciones
desfavorables con la cavidad, mostrando el grupo dimetilo de la molécula por fuera de la
cavidad en el borde mas ancho (Fig. 9). Esto puede explicar el bajo porcentaje de eficiencia

de encapsulacion.

Fig. 9. Estructuras optimizadas en agua bajo el método DFT B3LYP/6-31G (d). El
compuesto linalol se presenta en sus dos conformaciones, observandose el grupo dimetilo

por fuera de la cavidad de la B-CD. Obtenido de Lawtrakul et al. (2014).

6.6. Estudios de actividad antimicrobiana
Con respecto al primer ensayo en pH neutro, se observé una actividad antimicrobiana ligera,
percibiendo anillos de inhibiciéon de 1 mm hasta 4 mm para el aceite esencial de tomillo.
Asimismo, se trabajo con aceite esencial de lemongrass (LEO), aceite esencial de naranja
(OEO) y aceite esencial de Lippia graveolens (LiIEO) obtenidos por el método de
liofilizacion, con el objetivo de comparar la efectividad del aceite de tomillo. De acuerdo con

los resultados, se observa una mayor actividad para el complejo de inclusion B-CD/TEO con
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Listeria monocytogenes en cantidades menores (0,25 g). Sin embargo, los halos de inhibicion
son minimos con respecto a resultados anteriores de complejos de inclusion de B-CD y aceite
esencial de clavo y orégano (Anaya-Castro et al., 2017), lo que podria indicar que los
compuestos activos encapsulados no se liberaron completamente en las 24 h que se dejaron
en incubacion. Esto se puede comprobar con un andlisis termogravimétrico (TGA) que se
realizo a una temperatura constante, misma que se utiliza en el periodo de incubacion (35 °C)
por 3 h aproximadamente, en la cual no se detectd pérdida de masa en la muestra del complejo
de inclusion, indicando asi que no hubo procesos de evaporacion o volatilizacion del aceite.
De esta forma, podria ser que la temperatura no es lo suficientemente alta para liberar
completamente el aceite contenido en la cavidad de la ciclodextrina.

Con base en la premisa anterior, se estudid otro pardmetro que pudiera causar la
liberacion del EO, en este caso, el pH del medio de solubilizacién y de crecimiento
bacteriano. Como fue mencionado en la seccion 5.3.2., el solvente utilizado para alcanzar un
pH 4cido (5,0) fue el buffer Mcllvaine. Primeramente, inmediatamente después de agitar por
5 min, se llevd a cabo la aplicacion de los indculos de cada bacteria y la adicion de la muestra
en los pozos en las cajas Petri. Después de 24 h de incubacion, no se observo ningtn anillo
de inhibicién y hubo crecimiento completo de las bacterias. Por ello, las muestras en el pH
acido se dejaron reposar por 5 dias mas para promover la liberaciéon completa de los
compuestos bioactivos. Posteriormente, los complejos de inclusion segin la metodologia
5.3.2 en pH 4,0 y 5,0. En el primero, de acuerdo con el control déonde tnicamente se
adicionaron los indculos, se observa un crecimiento nulo de bacterias, lo que indica que dicho
medio es muy acido y no apto para la evaluacién de la actividad antimicrobiana de los

complejos de inclusion.
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Por otra parte, con pH 5,0, se observo una mayor efectividad en la medida en zonas
de inhibicion con respecto al primer ensayo en un medio neutro, como se puede observar en
la Fig. 13 y Tabla 5. En esta prueba, también se estudié al complejo B-CD/LIiEO, del cual se
obtuvieron resultados similares a los de B-CD/TEO. Asimismo, se observo una menor y/o
igual efectividad del tratamiento de 0,5 g de las muestras contra los microorganismos, lo que
podria atribuirse a una cantidad demasiado alta de complejos en un volumen pequefio,
implicando una sobresaturacion de la solucion que impide la disolucion completa de los

complejos y por lo tanto la liberacion del aceite.

Fig. 13. Actividad antimicrobiana de los complejos B-CD con aceite esencial de tomillo (T1
para 0,25 gy T2 para 0,50 g) y Aloysia citriodora (L1 para 0,25 gy L2 para 0,50 g) contra

(a) L. monocytogenes y (b) E. coli en pH 5,0.
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Tabla 5. Actividad antimicrobiana (medida en zonas de inhibiciéon en mm) de los complejos

de inclusion f-CD con TEO y LiEO en pH 5,0.

mm de inhibicién

Complejode  Masade la

) ] E. coli L. monocytogenes
inclusion muestra (g)
0,25 30 28
B-CD/TEO
0,50 32 30
0,25 25 30
B-CD/LiEO
0,50 30 23

De esta manera, los resultados obtenidos confirman que la actividad bioldgica del
aceite esencial de tomillo se conserva después del proceso de encapsulacion. Ademas, las
zonas de inhibicion que demuestra contra L. monocytogenes y E. coli en pH neutro y acido
se encuentra por encima de los demaés aceites estudiados. Por ultimo, se evidencia como un
medio 4cido (5,0) promueve la liberacion del aceite hacia el medio, pardmetro que puede ser
estudiado en proximos trabajos con aplicacion directa en alimentos como carne y pescado,

que poseen un pH acido.

7. Conclusiones y recomendaciones

Este trabajo tuvo como objetivo obtener complejos de inclusion formados por B-CD y TEO,
y que demostraran una actividad antimicrobiana contra patdogenos que son transmitidos por
los alimentos y degradan a los mismos, para tener una potencial aplicacion como
conservadores naturales de alimentos. Los resultados obtenidos por FT-IR sugieren la
presencia de TEO dentro del complejo de inclusidon, pero se podria sospechar un bajo

contenido de compuesto activo dentro de la cavidad y una interaccion débil entre ambos
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compuestos. Por otra parte, el anélisis TGA indica el incremento de la estabilidad térmica de
TEO al estar incluido en la ciclodextrina, demostrando una complejacion exitosa para todas
muestras obtenidas por diferentes métodos. No obstante, la muestra scCO; exhibe una
pérdida minima de masa en la region de la evaporacion del aceite, lo que demuestra que esta
técnica proporciona una mejor capacidad de encapsulacion. El estudio UV-Vis para
determinar la eficiencia de encapsulacion de la muestra scCO; indicd un porcentaje del
26.92% del compuesto bioactivo complejado, lo que se podria deber a las estructuras
incompatibles de los componentes de TEO, como linalol. Adicionalmente, las micrografias
obtenidas por SEM revelan un reducido tamafio de particula para los complejos de inclusion
con relacion a la B-CD pura debido a la interferencia de los enlaces hidrogeno
intermoleculares por parte de la incorporacion de TEO.

En cuanto a los ensayos antimicrobianos, se puede apreciar que TEO mostré una
extensa actividad antimicrobiana frente a L. monocytogenes y E. coli en un pH écido (pH
5,0), al mostrar zonas de inhibicion que alcanzaron los 30 mm (3 cm) para 0,25 y 0,50 g,
evidenciando como un medio acido promueve la liberacion del aceite hacia el medio. Asi,
dichos resultados confirman que la actividad bioldgica y fisicoquimica de TEO se conserva
después del proceso de encapsulacion.

De esta manera, la recopilacion de resultados en el presente trabajo incentiva futuras
investigaciones en la investigacion de los complejos de inclusion B-CD/TEO obtenidos por
la técnica de fluidos supercriticos (scCO2) para su aplicacion en los sistemas alimentarios
con la finalidad de confirmar sus propiedades conservantes y promoviendo una liberacion
controlada al conocer los parametros que influyen en su encapsulaciéon como temperatura y

pH.
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9. Anexos

Anexo 1. Composicion del aceite esencial del tomillo utilizado de acuerdo con el

andlisis HPLC.
Compuesto Area (%)
Trimethylethylene oxide 0

Tricyclene 0.02

1R-alpha-Pinene 3.35
Camphene 2.44

B -pinene 1.22

B -Myrcene 0.55
O-Cymene 17.19
y-Terpinen 2.65
Biclyclo (3.1.0) hexan -2-0l,2 methyl-5-(1-methylethyl)-(1- 0.2

alpha.,2.alpha,5.alpha

Terpinolen 0.43
Linalol 25.84
Carvacrol 24.25
Thymol 4.39
Cyclohexene, 2-ethenyl-1,3,3-trimethyl 0.38
Caryophyllene 1.22
Widdrol 0.09
a-Caryophyllene 0.17

Ascaridole epoxide 0.3
Ledeneoxide (II) 0.13

5-Isopropyl-2-methyl-7-oxabicyclo(4.1.0)heptan-2-ol 0.24




Caryophyllene oxide 6.46
Cis-Z-a-Bisabolene epoxide 0.1

2-[4-Methyl-6-(2,6,6-trimethylcyclohex-1-enyl)hexa-1,3,5- 0.05

trienyl]cyclohex-1-en-1-carboxaldehyde

Spiro[4.5]decan-7-one, 1,8-dimethyl-8,9-epoxy-4-isopropyl 0.03

Isoaromadendrene epoxide 0.05
Geranylgeraniol 0.01

Diepi-a-cedrene epoxide 0.01

1,4,7-Androstatrien-3,17-dione 0.28

1H-trindene, 2,3,4,5,6,7,8,9-Octahydro-1,1,4,4,9,9-hexamethyl 0.07

Benzene,1,1'-(Oxydi-2, 1 -ethanediyl)bis 3 ethyl 0.09

Cembrene 0.39

Androst-4-en-11-0l-3,17-dione,9-thiocyanato 0.63

2,4,7,9-Tetramethyl-5-decyne-4,7-diol 0.07

Gibberellin A5 methyl ester 0.09

Androst-5-en-3-one,4,4-dimethyl 1.15

1,2,5,5,8a-Pentamethyl-1,2,3,5,6,7,8,8a-octahydro naphthalen-1-ol 1.49

50-Pregn-16-en-20-ene 0.15

a-cetone 0.31

Retinoic acid 1.12

Abietic acid 1.08

Hinokiol 0.27

Androst-5,7-dien-3-0l-17-one 0.12

Gibberellic acid 0.03
Retinoyl-B-glucuronide 6'-3"-lactone 0.31

3B-acetoxy-6-nitroandrost-5-en-17-one 0.19

Methyl retinoate 0.04

Corticosterone, 1 7a-hydroxy-11-dehydroxy-9-11-epoxy 0.03

Pregn-5-ene-3,20-diol-13-carboxylic acid, 3-acetate-18,20 lactone 0.04
Gibberellin A3 methyl ester 0.01

Cedrenol 0.23

Betulin 0.01

Cholest -22-ene-21-0l,3,5-dehydro-6-methoxy-pivalate 0.02
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Anexo 2. Imégenes obtenidas por SEM: a) 3-CD, b) KN-1 3-CD/TEO, c) FD-2 3-CD/TEO,

d) scCOz B-CD/TEO.

®

x Y
;

SEM HV: 10.0 kV WD: 5.83 mm SEM HV: 10.0 kV WD: 5.83 mm
View field: 4.82 mm Det: SE View field: 4.82 mm Det: SE

SEM HV: 10.0 kV WD: 6.87 mm SEM HV: 10.0 kV WD: 8.42 mm
View field: 4.94 mm Det: SE View field: 5.11 mm Det: SE 1mm
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