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Presentacion y objetivos

1. PRESENTACION Y OBJETIVOS

El trabajo desarrollado durante el proyecto fin de master, se enmarca dentro del
desarrollo de nuevas peliculas y/o recubrimientos comestibles para la mejora de la

calidad, asi como de la vida util de unos determinados alimentos.

En concreto, se han llevado a cabo peliculas/recubrimientos de proteina de

suero de leche (WPI, whey protein isolate) que se caracterizan por sus buenas
propiedades (transparentes, inodoros, insipidos) y ser excelentes barreras frente al
oxigeno. Estos se han empleado como soporte de aditivos antimicrobianos, en concreto

de compuestos mayoritarios activos de aceites esenciales.

Los aceites esenciales estdn formados por lipidos simples y multitud de

compuestos volatiles, que constan de numerosos compuestos con diferentes polaridades,
concentraciones y volatilidades. Entre ellos, una parte importante lo forma la familia de
los terpenos, en concreto monoterpenos, como eugenol y carvacrol. Para éstos la
actividad antimicrobiana descrita en la bibliografia es elevada. Sin embargo, se
descomponen con facilidad bajo la accion del aire, la luz y el calor. Estos presentan una
alta volatilidad, por lo que su captura y estabilidad es compleja. Ademas la difusion del
recubrimiento al alimento debe ser optimizada, ya que ésta debe ser controlada y

continua a lo largo del tiempo.

La encapsulacion de compuestos activos para la posterior adicion a

recubrimientos permite actuar sobre la interaccion entre el agente activo y el
recubrimiento y, por tanto, entre el recubrimiento y el alimento. Una estrategia
interesante para actuar sobre la difusion de los compuestos activos es la formacion de
complejos de inclusién con ciclodextrinas, debido a sus particulares caracteristicas.

Las ciclodextrinas son oligosacaridos formados por unidades de a-D-(+)-glucopiranosa
unidas entre si por enlaces 1,4-glucosidicos. Dependiendo de si tienen seis, siete u ocho
unidades se denominan o-, B- y y- ciclodextrina, respectivamente. Se obtienen
facilmente por la accion de la amilasa de Bacilus macerans sobre el almidén. Tienen
forma de toroide conico con los grupos OH secundarios (correspondientes a los
carbonos 2 y 3 de la glucosa) en la cara mas ancha, los grupos OH primarios

(correspondientes al carbono 6) en la cara opuesta y los H orientados hacia el interior de
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Presentacion y objetivos

la cavidad. Por tanto, tienen una cavidad hidréfoba y una parte externa hidrofila. Este
hecho hace que sean capaces de formar complejos de inclusion con el eugenol y
carvacrol, moléculas esencialmente apolares y de un tamafio idoneo, para la interaccién
denominada host-guest. Dicha interaccion puede mejorar la estabilidad del carvacrol y
eugenol. Ademas es capaz de actuar en el equilibrio recubrimiento-aditivo, ralentizando
y controlando su difusion por el efecto, entre otros, de la diferente solubilidad de los

encapsulados respecto al aditivo sin encapsular.

Bajo estas circunstancias, el objetivo concreto del trabajo es evaluar el empleo

de las ciclodextrinas como agentes encapsulantes de compuestos activos para retardar su

difusion en un determinado simulante alimentario. El plan_de trabajo incluye: a)

preparacion de complejos de inclusion de eugenol y carvacrol en o-, B- y v-
ciclodextrina y cuantificacion de la eficiencia de la retencion; b) optimizacion de la
adicion de los complejos de inclusion en peliculas/recubrimientos comestibles de WPI;
c) evaluacion de la liberacion de eugenol y carvacrol (encapsulado y sin encapsular) del

recubrimiento de WPI a un simulante alimentario.

A continuacién, se muestra un esquema con los objetivos y el plan de trabajo

desarrollado.



Presentacion y objetivos

Esquema: Objetivos y plan de trabajo
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Introduccion

2. INTRODUCCION
2.1. RECUBRIMIENTOS BIODEGRADABLES

Los recubrimientos biodegradables y comestibles han sido empleados durante
siglos para evitar la pérdida de ciertos alimentos como las frutas, creando peliculas de
cera sobre su piel y evitando asi la pérdida de agua o la podredumbre. Los términos
recubrimiento y pelicula se usan indistintamente para indicar que la superficie de un
alimento esta recubierta por una cubierta relativamente fina de un material de una

determinada composicion (Pavlath A.E., 2009).
2.1.1. Recubrimientos comestibles

Un recubrimiento comestible se puede definir como una fina capa de un material
comestible que generalmente se distribuye sobre la superficie de un alimento para

aportar una mejora en su calidad y/o aumentar su vida atil (Krochta y col., 1997).

Los materiales que se suelen emplear para formar peliculas o recubrimientos
comestibles son biopolimeros. Generalmente estan basados en proteinas (e.j.: colageno,
gelatina, zeina de maiz, gluten de trigo, proteina de soja, proteinas de la leche, etc.), y
los basados en polisacaridos (e.j.: almidén, quitosano, celulosa, etc.). También se
emplean lipidos, que aunque no son biopolimeros son capaces de formar una capa bien
adherida con muchos alimentos o una mezcla de todos ellos (proteinas, polisacaridos y
lipidos). En la Figura l1la) se muestran los materiales empleados para formar
recubrimientos comestibles. Ademas, es muy frecuente afiadir ciertos aditivos que
aporten cohesion, adhesion o estabilidad a los recubrimientos o peliculas u otros
compuestos que puedan aportar una funcionalidad afiadida (Figura 1b) (Fernandez-Pan
l., Maté J., 2011).
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Figura 1. Materiales empleados para la elaboracion de recubrimientos comestibles.

Hasta el momento, las aplicaciones de los recubrimientos comestibles en la

industria alimentaria se han centrado principalmente en: controlar la transferencia de

materia para, por ejemplo, evitar la deshidratacion en la superficie de un alimento; ser
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portador de ingredientes y/o aditivos como prebidticos o antioxidantes para dar un valor
afiadido al alimento; controlar la superficie de determinados alimentos con la adicién de
compuestos antimicrobianos para aumentar su vida util; proteger fisica y
mecanicamente de, por ejemplo, la presion o el impacto al alimento; asi como provocar
una mejora en el analisis sensorial, como, por ejemplo, con el empleo de ciertas ceras

para aumentar el brillo de determinados alimentos (Embuscado M.E. y col. 2009).
2.1.2. Recubrimientos comestibles activos

Los recubrimientos comestibles activos son aquellos que ademas de las ventajas
propias que aporta un determinado recubrimiento al alimento, permiten afiadir
ingredientes funcionales o aditivos para mejorar la calidad, estabilidad y seguridad del
alimento (Han JH. y Col., 2005). Estos ingredientes incluyen antioxidantes,

antimicrobianos, nutraceuticos, probidticos, colorantes, aromas, etc.

Entre estos cabe destacar aquellos recubrimientos comestibles con agentes
antimicrobianos que permiten aumentar la vida atil del alimento al protegerlo de la
degradacion por parte de los microorganismos y los niveles de toxinas que éstos pueden
implicar en su desarrollo. También es frecuente el empleo de compuestos antioxidantes
que evitan, por ejemplo, la degradacién de ciertas proteinas por la accion del oxigeno.
Sin embargo, en muchos casos los aditivos no poseen una unica funcion sino que
pueden actuar a la vez como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes vy

saborizantes.
2.1.2.1. Compuestos antimicrobianos

Los compuestos antimicrobianos para aplicaciones en recubrimientos mas
empleados son los aceites esenciales (canela, orégano, clavo, tomillo, etc.) y los acidos
organicos (acido tartarico, acido citrico, etc.). Son compuestos que no acttan sobre el
medio, sino que actian principalmente sobre las células bacterianas de los
microorganismos, dafiando la membrana y desnaturalizando las proteinas de ésta. Esto
ocasiona una alteracion del medio interno de las células de los microorganismos y las
mata o invalida, evitando el momento de crecimiento exponencial que poseen los

microorganismos (Rojas Grai M.A, y col. 2012).
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2.1.2.2. Compuestos bioactivos y antioxidantes

Son aquellos que actdan en beneficio de nuestro organismo una vez ingeridos
(compuestos bioactivos) o evitan la degradacion de ciertos compuestos en el alimento
por efecto del oxigeno (compuestos antioxidantes). Dentro de este grupo los mas
empleados son los fenoles, los glucosinolatos y ciertos acidos organicos con efecto
antioxidante, como el &cido citrico, &cido malico, acido lactico y &cido tartarico (Rojas
Grai M.A, y col. 2012).

2.1.2.3.  Compuestos colorantes y estabilizantes

Son aquellos que actian sobre el alimento, provocando cambios de color al
afiadir unos pigmentos caracteristicos o fijando el color (colorantes). Los estabilizantes
interaccionan sobre la textura del alimento y proporcionan ciertos cambios a éste
(gelificantes, espesantes y emulsionantes) o manteniendo la textura que ya posé
(estabilizantes). Dentro del grupo de los colorantes son muy empleados los carotenoides
(pigmentos de color rojizo o amarillento ya empleados como colorantes). Los
estabilizantes mas empleado son los fosfatos, los cuales acttan evitando la pérdida de

agua de los alimentos (Rojas Graii M.A, y col. 2012).
2.1.3. Liberacion de compuestos activos en recubrimientos

Los recubrimientos comestibles intervienen en las propiedades de transporte
entre la matriz que éstos forman y el alimento, por lo que pueden desempefiar un papel
muy importante al reducir, mejorar, ralentizar o permitir el intercambio de determinadas

sustancias al alimento (Barbosa-Cénovas G.V., 2012).

El hecho de que un compuesto sea afiadido al alimento de forma directa (sin el
empleo de recubrimientos), conlleva que dicha sustancia pueda ser neutralizada por el
alimento (pH u otros factores como la humedad) o absorbida por éste (eliminando sus
posibles beneficios para la salud o el alimento), ademés de poder aportar ciertos olores,
sabores 0 matices indeseados al alimento, por estar dicho aditivo en una concentracion
excesiva sobre la superficie de éste. Por estas razones, el control de la liberacidon de
determinados compuestos activos desde la matriz de un recubrimiento a un alimento, es

algo de interés en la industria alimentaria.
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El empleo de recubrimientos, hace que la liberacion de los compuestos activos
que se encuentran en la matriz de ésta sea en general mas lenta, aportando asi el aditivo
de una forma mas pausada y evitando los efectos no buscados que algunos aditivos

pueden aportar al alimento.

Sin embargo, en ocasiones esta liberacion mas lenta no es suficiente por lo que
una alternativa interesante es emplear recubrimientos con compuestos activos
previamente encapsulados que intervienen en el equilibrio recubrimiento-aditivo,

ralentizando y controlando la difusion.
2.2. COMPLEJOS DE INCLUSION CON CICLODEXTRINA

A continuacion se detallardn los diversos modos de encapsulacion con
biomoléculas. Es importante destacar que dependiendo del tipo de encapsulacion se
puede actuar sobre el mecanismo de liberacidén del compuesto activo. Por ejemplo, los
diferentes mecanismos implicados pueden basarse en la difusion, la degradacion o la
disolucion de la matriz, o las interacciones quimicas (ver Figura 2). Para abordar el
objetivo planteado en el trabajo de retardar la liberacion de compuestos activos en un
simulante alimentario, se escogi6 la posibilidad de formar complejos de inclusién de
compuestos activos con ciclodextrina, en el que en la liberacion intervendran

interacciones quimicas y equilibrio quimico.

(a) (b) . (©) x (d). (e) ‘
*
Figura 2. Mecanismos de liberacion: (a) enlace quimico, disolucion; (b) degradacion,

disolucidn, dispersidn, adsorcidn; (c) adsorcion fisico/quimica, enlaces quimicos,

deposicion capa a capa; (d) coacervacion, encapsulacion; e) atrapamiento.
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2.2.1. Tecnologias de encapsulacion

De manera general, los procesos de encapsulacion pueden llevarse a cabo
usando los métodos que se muestran en la Figura 3, bien quedando incluidos en el
interior (Figura 3a) de una matriz o quedando atrapados en una matriz polimérica
(Figura 3b). Estos métodos de encapsulacion se emplean para muchas aplicaciones
(Zuidam N.J., y col., 2010). El sistema de proteccion de ambos métodos es muy
diferente, con mucha mas eficiencia como barrera de proteccién aquella que queda
incluida en el interior de un material, sin embargo la otra tiene menos coste y la difusion
es mas rapida (Figura 3c). Asi que en el trabajo llevado a cabo se ha empleado una
mezcla de las dos, ya que se han encapsulado los compuestos activos en ciclodextrina
para posteriormente atraparlos en una matriz polimérica de WPI (Figura 3d), con la

intencion de aunar los beneficios que cada una de ellas aporta.

a) b)

d)

H®ODDODODHO® ®D®®

Figura 3. a) Encapsulacion, b) matriz, c) recubrimiento de matriz y d) recubrimiento

con compuestos encapsulados.

2.2.1.1. Complejos de inclusion con a-, B-, y y-ciclodextrina
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Como se mencion6 en el apartado de Presentacion y Objetivos Las
ciclodextrinas son oligosacaridos formados por unidades de o-D-(+)-glucopiranosa
unidas entre si por enlaces 1,4-glucosidicos, dependiendo de si tienen seis, siete u ocho
unidades se denominan a-, B- y y- ciclodextrina, respectivamente (Figura 4). Se
obtienen facilmente por la accion de la amilasa de Bacilus macerans sobre almidon.
Tienen forma de toroide conico con los grupos OH secundarios (correspondientes a los
carbonos 2 y 3 de la glucosa) en la cara mas ancha, los grupos OH primarios
(correspondientes al carbono 6) en la cara opuesta y los H orientados hacia el interior de
la cavidad. Por tanto, tienen una cavidad hidr6foba y una parte externa hidrofila. Este
hecho hace que sean capaces de formar complejos de inclusion con moléculas
esencialmente apolares y de un tamafio idéneo, para la interaccién denominada host-
guest (Martinez G., y col, 2007).

Por lo tanto como consecuencia de los grupos OH situados en el exterior de la
superficie de los anillos, las ciclodextrinas son hidrofilas y solubles en agua; y su
solubilidad es el resultado de la capacidad de interaccion de dichos grupos OH con el
medio acuoso, siendo curiosamente mayor la solubilidad en agua para la y-ciclodextrina
y la a-ciclodextrina que para la B-ciclodextrina. De la misma forma, las ciclodextrinas
son solubles en disolventes apréticos (sin enlaces O-H o N-H) fuertemente polares,
como el di-metil-sulféxido y la di-metil-formamida. Otras caracteristicas son que
estables en disoluciones neutras y basicas, pero se degradan lentamente en pH &cido.
Ademas, en estado sélido y por debajo de los 200°C no se degradan (Martinez G., y col,
2007).

Las ciclodextrinas son bien conocidas por su habilidad para formar los
complejos de inclusion. Los complejos de inclusion son compuestos estables que se
forman entre ciclodextrinas y ciertos compuestos que tanto por su tamafio como por su
polaridad son estables en el interior de su cavidad, debido a que se favorecen las
interacciones entre los H orientados hacia el interior de la cavidad. Por esta razén se han
empleado para encapsular aromas u otros compuestos que se busca estabilizar, aumentar
su biodisponibilidad, intervenir en la difusion o incluso enmascarar su olor. Por eso son

muy empleadas tanto en la industria farmaceutica como alimentaria y tanto la a-, B- y y-

10
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ciclodextrina estan aceptadas en el codex alimentarius y nombradas como E-457, E-458
y E-459 siguiendo el orden de las ciclodextrinas mencionadas (GSFA online).

Figura 4. Estructura quimica de las diferentes ciclodextrinas.

2.2.1.2. Spray-drying

Es la técnica mas empleada para encapsular en la industria. Generalmente, se
Ileva a cabo mediante el empleo del compuesto a encapsular (un 20% del peso seco), la
matriz de encapsulacion (un 80% del peso seco), y un solvente generalmente agua (un
50% del peso humedo). La disolucién o emulsion es atomizada encontrandose con una
corriente de aire caliente por lo que se produce una evaporacion de los compuestos méas
solubles en agua muy rapida (Figura 5), quedando atrapados en su interior aquellos que

son menos solubles y, por tanto, formando capsulas.

Los materiales mas empleados para encapsular son, por ejemplo, maltodextrinas,

jarabe de maiz, almidones modificados y goma acacia (Reineccius G.A., 2009).

No obstante, cabe destacar que como se resaltara en el apartado de Materiales y
metodos, en el trabajo desarrollado el proceso de spray-drying se emplea como método

de secado, pero no de formacidn de compuestos encapsulados.

11
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Figura 5. Procedimiento de encapsulacion de spray-drying.

2.2.1.3.  Extrusién

El proceso de extrusion consiste en una emulsion inicial elaborada con
carbohidratos fundidos de baja humedad (alrededor de un 15%) y aditivos (10-20% de
peso en base seca), para después extruir la masa fundida resultante a través de una

boquilla a baja presion (Figura 6).

Los materiales de encapsulacion empleados en estos procesos han de tener unas
caracteristicas y requerimientos semejantes a aquellos a utilizar en la tecnologia del
spray-drying. Es favorable para el proceso que la matriz de encapsulacion sea soluble,
incluso concentraciones elevadas de sélidos (>85%) y estable a altas temperaturas
(superiores a 110°C) (Reineccius G.A., 2009).
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Figura 6. Procedimiento de encapsulacion por extrusion.

2.2.1.4. Coacervacion

La coacervacion se basa en el empleo de hidrocoloides (uno poli-cationico y otro
poli-anidnico), los cuales interactlan entre si a traves de un enlace ionico para formar
un complejo entre ellos. Este complejo se forma en la superficie de las gotas
hidrofobicas (que pueden ser aromas u otros aditivos), que actian como una pared
protectora o cédpsula. En un primer paso, se disuelve uno de los hidrocoloides y los
aditivos en agua, formandose una emulsion. En teoria las gotas de la emulsion son
extremadamente pequefias (nanométricas 0 micrométricas). Después se afiade a la
mezcla el segundo de los hidrocoloides. El sistema se ajustard a un pH para que los
hidrocoloides tengan carga neta opuesta. Al enfriarse la emulsion, éste toma una textura
semejante al gel (ver Figura 7). Es entonces cuando los hidrocoloides interactian con
enlaces i6nicos para formar finalmente una pared que envuelven los aditivos afiadidos,

guedando encapsulados (Reineccius G.A., 2009).
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Figura 7. Procedimiento de encapsulacién por coacervacion.

2.2.2. Ventajas de la formacion de complejos de inclusion con ciclodextrina

Las ventajas méas destacadas en la bibliografia del empleo de ciclodextrinas para
formar complejos de inclusion se basan en la posibilidad que éstas ofrecen para

aumentar la biodisponibilidad de algunos compuestos, intervenir en la liberacién

controlada de determinados analitos, aumentar su estabilidad e incluso evitar o

enmascarar olores indeseables (Ayala Zavala J.Z., 2012).
2.2.2.1. Liberacion controlada

Al entrar un complejo de inclusion en contacto con el agua, se da una
debilitacion de las interacciones entre el compuesto y la ciclodextrina que conlleva la
liberacion del aditivo al medio. A baja humedad, tiende a darse una baja liberacion de
los compuestos alimentarios, aunque depende en gran medida de la interaccion host-
guest, entre el aditivo y la ciclodextrina. El principal iniciador de la liberacion puede ser
la hidrofobicidad del compuesto activo, cuando el agua empieza a interactuar y penetrar
al complejo, iniciando el huésped su migracién hacia un medio méas conveniente para

sus caracteristicas.
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El control de la difusién de los aditivos alimentarios es una de las principales
ventajas de encapsulacion. Modificando parametros como humedad, temperatura,
cambios en pH y ruptura mecanica de la capsula entre otros, puedes intervenir en la
liberacion controlada. Ello permite una mayor calidad y asegurar la inocuidad o

funcionalidad del alimento (Ayala Zavala J.Z., 2012).
2.2.2.2. Solubilidad y biodisponibilidad

La solubilidad de los aditivos afiadidos a un alimento depende del carécter
hidréfilo/hidrofobo que tengan los aditivos, asi como el alimento. A pesar de ello, el
principal problema que poseen las industrias alimentarias a la hora de aplicar los
aditivos, es la incompatibilidad entre la solubilidad de ciertos aditivos y determinados
alimentos, lo cual llega a causar problemas como pueden serlo la aparicion de grumos,
precipitados y separaciones de fases entre el alimento y el aditivo (Ayala Zavala J.Z.,
2012).

Otra de las aplicaciones de la encapsulacion mas empleada es la de mejorar la
solubilizacion de los aditivos hidréfobos. Un gran ndmero de aditivos a alimentarios
posee un caracter altamente hidr6fobo, destacando dentro de este grupo los aceites
esenciales o aditivos de origen lipidico, los cuales al ser afiadidos a alimentos con alto
contenido de agua tienden a formar una separacion de fases. La aplicacion de estos
compuestos ya encapsulados permiten una mezcla de los aditivos en el alimento de
manera efectiva, al aumentar la solubilidad de los aditivos en los compuestos hidrofilos
0 acuosos. La encapsulacion también posibilita una solubilizacién contraria,
mezclandose aditivos hidréfilos en alimentos aceitosos o hidréfobos (Ayala Zavala J.Z.,
2012).

Por otro lado la biodisponibilidad es la parte del nutriente que el cuerpo digiere,
absorbe y utiliza en sus funciones fisioldgicas. Esta biodisponibilidad puede variar entre
el 0% y el 100% por diversos factores: la concentracion y el tipo de nutriente, la
interaccion de éste con los otros nutrientes presentes en la dieta, el estado nutricional de
la persona y el estado del alimento con el cual se consume. Hoy en dia se busca
identificar alimentos, sustancias y aditivos donde la biodisponibilidad de sus nutrientes

sea lo méas alta posible para que las personas que los consuman tengan un maximo
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aporte de los mismos (CIAT, Centro Internacional de Agricultura Tropical; ¢Qué es la
biodisponibilidad?).

Ciertos aditivos pueden ser destruidos facilmente durante la ruta digestiva, por lo
que llevar a cabo una encapsulacion de dichos aditivos permite aumentar la
biodisponibilidad de éstos (CIAT, Centro Internacional de Agricultura Tropical; ¢Qué

es la biodisponibilidad?).
2.2.2.3.  Proteccidn contra las altas temperaturas y luz ultravioleta

La mayoria de los aditivos alimentarios son sensibles a los tratamientos de
secado, extrusién, horneado, pasteurizacion y almacenamiento por las altas temperaturas
alcanzadas. Dichos tratamientos son necesarios en muchos procesos de la industria

alimentaria, pero pueden degradar los aditivos o hacerles perder su capacidad funcional.

Ciertos aditivos como los aromas y saborizantes tienen alta volatilidad a
temperatura ambiente (por ejemplo de los aceites esenciales). La encapsulacion de los
compuestos o aditivos en ciclodextrina, permite una proteccion de los compuestos
aromatizantes en especial, manteniendo asi éstos la estabilidad y con ello su capacidad

funcional durante los tratamientos térmicos o el alcance de las temperaturas criticas.

Ademas de las temperaturas, ciertos aditivos son sensibles a la luz, destacando
entre los compuestos mas sensibles las vitaminas y los antioxidantes. La encapsulacion

de los aditivos permite ofrecer una matriz protectora frente a la luz ultravioleta.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES

Para cuantificar la liberacion de eugenol y carvacrol asi como la liberacion de
los mismos compuestos encapsulados en [-ciclodextrina se realizaron films de WPI
siguiendo los procedimientos parcialmente modificados previamente descritos por
McHugh y Krochta (1994) y Fernandez-Pan y col. (2012).

3.1.1. Preparacioén de recubrimientos de WPI con eugenol y carvacrol

Para la formacion de los recubrimientos de WPI con eugenol y carvacrol se
emplearon los siguientes materiales: WPI (Davisco Food International, Le Sueur, MN,
USA); glicerol (Panreac Quimica, Barcelona, Spain); agua destilada (obtenida con el
equipo Wasserlab, Navarra, Spain); carvacrol (5-Isopropyl-2-methylphenol, C1oH140.
Pm, 150.22; punto de ebullicién, 3 — 4°C; 98% pureza); eugenol (2-Methoxy-4-(2-
propenyl)phenol, C19H1,0,; Pr, 164,20; punto de ebullicion, -12 - -10°C; 98% pureza).

La metodologia que a continuacion se detalla se llevo a cabo para formar films
de eugenol o carvacrol. La solucion para la formacién de los films, se preparé con
soluciones acuosas con un 10% (w/w) de WPI, un 5% (w/w) de glicerol como
plastificante y un 5% (w/w) de compuesto activo. La mezcla se realizé en un matraz
mediante la mezcla de la proteina (10 g), el glicerol (5 g) y el agua destilada (80 g),
(Figura 8).

La mezcla se agitd en una placa con agitador magnético, posteriormente se
introdujo el matraz en un bafio a 90°C con agitacion (33 rpm) durante 30 minutos,
provocando la desnaturalizacion de la proteina aislada de suero de leche. La adicion del
eugenol o carvacrol se realiz6 tras someterse a la desnaturalizacion, para evitar la
degradacion o desaparicion de los compuestos activos debido a la alta volatilidad del

eugenol y carvacrol.

Las mezclas se dejaron enfriar a temperatura ambiente antes de afadirles los
compuestos activos (5 g) a cada matraz. El tiempo de enfriamiento fue breve, pues el

glicerol favorece la solidificacion de la mezcla en el matraz. Posteriormente, se
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homogeneizo la mezcla mediante ultrasonidos (camara Hielscher UP400S) a la maxima
amplitud de onda y durante un periodo de 5 minutos. Las muestras se metieron en una
bandeja con hielo para evitar el calentamiento de las mismas y la posible pérdida o
degradacion de los compuestos activos.

Después, se vertieron las mezclas formadoras de films sobre las placas petri de
vidrio de 13,5 cm de didmetro (evitandose la presencia de burbujas de aire). La muestra
afiadida se pesé (14 g) para obtener el mismo grosor en todos los recubrimientos.
Finalmente se dejaron sobre una superficie nivelada durante 24 horas y una humedad

ambiental (proxima al 45%) para obtener finalmente los films.

Figura 8. Imagen de: a) materiales empleados en la encapsulacién de eugenol y
carvacrol; b) mezcla previa a la desnaturalizacion; c) eliminacién de aire y
homogeneizacion mediante ultrasonidos; d) secado de los films.
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3.1.2. Preparacion de recubrimientos de WPI con complejos de inclusion

de eugenol y carvacrol con B-ciclodextrina

Previo a la preparacion de los films de WPI y eugenol o carvacrol encapsulados
en ciclodextrina, se estudié la capacidad de encapsulacion de tres ciclodextrinas
diferentes, empleandose finalmente la B-ciclodextrina debido a que mostro la mayor
eficiencia en la retencion. Por esta razon se emplearon los complejos de inclusion -

ciclodextrina:eugenol y -ciclodextrina:carvacrol preparados en el laboratorio.

Para la formacidon de los recubrimientos de WPI con complejos de inclusién de
eugenol y carvacrol se emplearon los siguientes materiales: WPI (Davisco Food
International, Le Sueur, MN, USA); glicerol (Panreac Quimica, Barcelona, Spain); agua
destilada (obtenida con el equipo Wasserlab, Navarra, Spain); complejos de inclusion
(elaborados en el laboratorio).

La metodologia detellada a continuacion se llevé a cabo para formar films de
complejos de inclusion de eugenol o carvacrol. La solucion para la formacion de los
films, se prepard con soluciones acuosas con un 10% (w/w) de WPI, un 5% (w/w) de
glicerol como plastificante y un 8% (w/w) de compuesto activo encapsulado en -
ciclodextrina en el caso del eugenol, y un 5% (w/w) en el caso del carvacrol. La mezcla
se realizd en un matraz mediante la mezcla de la proteina (10 g), el glicerol (5 g) vy el

agua destilada (77 g para eugenol y 80 g para carvacrol).

La mezcla se agitd en una placa con agitador magnético, posteriormente se
introdujo el matraz en un bafio a 90°C con agitacién (33 rpm) durante 30 minutos,
provocando la desnaturalizacién de la proteina aislada de suero de leche. Las mezclas se
dejaron enfriar a temperatura ambiente antes de afadirles los compuestos activos -
ciclodextrina:eugenol (8 g) o B-ciclodextrina:carvacrol (5 g) a cada matraz. El tiempo de
enfriamiento fue breve, pues el glicerol favorecia la solidificacién de la mezcla en el
matraz. Posteriormente, se eliminaron las burbujas de aire mediante vacio como se
muestra en la Figura 9. Después, se vertieron las mezclas formadoras de films sobre las
placas de petri de vidrio de 13,5 cm de diametro (evitandose la presencia de burbujas de

aire). La muestra afiadida se pes6 (14 g) para obtener el mismo grosor en los films.
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Finalmente se dejaron sobre una superficie nivelada durante 24 horas y una humedad
ambiental (proxima al 45%) para obtener finalmente los films.

Figura 9. Imagenes de: a) mezclas tras la desnaturalizacion en el bafio a 90°C; b)

complejo de inclusion; c) sistema por trompa de vacio; d) secado de los films.

3.1.3. Andlisis de la liberacion de compuestos activos en recubrimientos

La elaboraciéon de los recubrimientos permitio llevar a cabo el estudio de la
difusion de los compuestos activos en una solucion alimentaria determinada para
estudiar la diferencia entre los recubrimientos con complejos de inclusion y aquellos
films a los que se les habia afiadido el eugenol o carvacrol sin formar el complejo de
inclusion. Para ello fue necesario conocer la concentracién de eugenol y carvacrol

liberada a diferentes tiempos (M) y también la concentracion inicial de partida (Mo).
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El estudio de la difusién de los compuestos activos de un recubrimiento se
realiz6 en un simulante alimentario (Etanol/H,0, 50/50). En dicho estudio se empled
etanol (Scharlab S.L., Barcelona, Spain); agua destilada (obtenida con el equipo
Wasserlab, Navarra, Spain); recubrimientos de WPI elaborados con compuesto activo
(eugenol o carvacrol); recubrimientos de WPI elaborados con complejos de inclusion

con B-ciclodextrina (preparados en el laboratorio).

Los films preparados se cortaron con el sacabocados circunferencias de 17 mm
de diametro, se pesaron (aproximadamente 40 mg). Con el procedimiento de extraccion
(Figura 10) que se detalla a continuacién, se realizé la extraccion del compuesto activo

del film de 17 mm para conocer el contenido de eugenol o carvacrol inicial (Mo).

Film de WPI + B-

CD:Eugenol/Carvacrol
Fraccion polar/H,0 Fraccion apolar/Hexano
Fraccion hidroéfila Fraccion hidréfoba
WPI + B-CD: + Eugenol/Carvacrol
glicerol

Analisis mediante
GC vy cuantificacion

Figura 10. Extraccion para el calculo de My de compuesto activo en los recubrimientos.
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Por otra parte, con otro disco de film de 17 mm se realiz6 una cinética de
liberacion de eugenol en el simulante D; (Etanol/H0, 50/50) en un volumen total de 50
ml para los films con compuesto activo y en volumen total de 25 mL en el caso de films
con compuesto activo encapsulado. Se sacaron muestras de 50 puL a ocho tiempos
diferentes (1 min, 3 min, 5 min, 7 min, 9 min, 11 min, 13 min, 15 min, 17 min, 19 min,
27 min, 37 min, 47 min, 57 min, 67 min) a 20°C+1°C. Las muestras (0,5 pL) fueron
inyectadas en el cromatografo de gases. Dicha experiencia se repitié con los films

realizados con eugenol/carvacol encapsulados en B-ciclodextrina.

Se inyect06 0,5 pL de las disoluciones en el cromatdgrafo de gases. Se empled un
equipo HP 5890 Series Il con detector FID. Se realizaron los analisis en una columna de
30 m de longitud x 0,53 mm de diametro interno recubierta con un espesor de pelicula
de 1,0 um 100% polietilenglicol con fase entrecruzada y quimicamente ligada
(SupraWax-280, Supelco). El programa de temperaturas del horno comenzaba a 40°C y
aumentaba a 2°C/min hasta 222°C durante 5 min. Conociendo el area del compuesto
activo de cada muestra aportada por el cromatdgrafo de gases, la variacion de volumen
del simulante alimentario y la recta patron de cada compuesto activo (Figura 11, donde
las rectas de calibrado relacionan el area de los picos del compuesto activo con la
concentracion de éste en una mezcla), se conocié la concentracion de eugenol o

carvacrol en cada tiempo (Mt).

10- 500 ppm eugenol

/”4—‘
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400

200 /
0 /

0 2000000 4000000 6000000 EOOOOOO

ppm

drea

y =7,19. 10% x — 3,541 R?=0,9979
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Figura 11. Rectas de calibrado de eugenol y carvacrol.

a)Eg.":'" 7=
i 4

Figura 12. Iméagenes de: a) Discos de film de 17 mm con y sin ciclodextrina; b) sistema
para el estudio de la liberacion de los compuestos activos; ¢) film de carvacrol en

agitacion con el simulante alimentario D1; d) cromatdgrafo de gases con detector FID.

3.2. COMPLEJOS DE INCLUSION CON CICLODEXTRINA

23



Materiales y métodos

3.2.1. Obtencion de complejos de inclusion mediante métodos quimicos

La obtencion de los complejos de inclusion de las ciclodextrinas y los
compuestos activos se logré mediante precipitacion. Se pesaron 25 g de a-, B-, y 7-
ciclodextrina y se afiadié 250 mL de agua destilada con agitacion durante 20 minutos
para hidratar la ciclodextrina (Figura 13). Tras dicho tiempo, se afiadio gota a gota el
compuesto activo (eugenol o carvacrol) en una relacion molar 1:1 con la ciclodextrina
(Tabla 1). Una vez afiadido, se mantuvo en agitacion durante 24 horas en una placa de

agitacion.

Figura 13. Imagenes de: a) ciclodextrina; b) disolucién de H,O y a-ciclodextrina tras
20 minutos de agitacion: c) disolucion de H,O y B-ciclodextrina tras 20 minutos de

agitacion. d) disolucion de H,O y y —ciclodextrina tras 20 minutos de agitacion.

Tabla 1. Reactivos para la formacion de los complejos de inclusion.
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Relacion molar 1:1 Ciclodextrinas Eugenol Carvacrol  H,O

g mol g mL g mL mL
a-Ciclodextrina 25 0,026 3,449 3,232 3,860 3,955 250
p-Ciclodextrina 25 0,022 295 2,771 3,309 3,390 250
y-Ciclodextrina 25 0,020 2,624 2,459 2936 3,008 250

3.2.1.1.

La wvariacion del numero de a-D-[1,4]-glucopiranosa,

Agente encapsulante: a- - y y-ciclodextrina

les aporta unas

caracteristicas diferentes a cada una de las ciclodextrinas (Tabla 2). Como ya se ha

mencionado, las ciclodextrinas se emplean para enmascarar los olores y sabores de

determinados aditivos, mantener durante un mayor periodo de tiempo las propiedades

funcionales de éstos y otorgar la capacidad de tener una liberacidn controlada de dichos

compuestos encapsulados al medio o alimento.

Tabla 2. Propiedades de a-, B- y y-ciclodextrina

Propiedades a-CD B-CD y-CD
Unidades de D(+)-glucopiranosa 6 7 8
Masa molar (g/mol) 973 1135 1297
Diametro de la cavidad (A) 47-53 6,065 7,583
Temperatura de descomposicion (°C) 250-260  255-265  240-245
Solubilidad en H20 (g /100 mL a 25° C) 14,5 1,85 23,2
Profundidad de la cavidad (A) 7,8 7,8 7.8
Diametro de la periferia (A) 14,6 15,3 16,9
Diametro interno (A) 5,7 7.8 9,5
VVolumen aproximado de la cavidad:
Por molécula (A% 174 262 972
Por gramo (A% 0,10 0,14 0,20
Moléculas de H20O en el interior de la cavidad 8 11 17
3.2.1.2.  Agente activo: eugenol y carvacrol
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Los compuestos activos empleados en el estudio son eugenol y carvacrol
(Figura 14), para ambos se ha descrito en la bibliografia su alta actividad
antimicrobiana (royo y col 2010). En concreto estos compuestos son compuestos

mayoritarios de aceites esenciales como el clavo y el orégano.

Figura 14. Estructura quimica: a) eugenol; b) carvacrol.

Debido a sus caracteristicas apolares (Tabla 3) son compuestos Utiles para la
formacion de complejos de inclusion mediante ciclodextrinas. Aunque sean muy
insolubles en agua, hace que se vean atraidos por las cavidades apolares de las
ciclodextrinas y se encapsulen con mayor facilidad que otros compuestos ligeramente

mas hidrofilicos (ej. vainillina, timol, aldehido cinamico, etc.).

Tabla 3. Propiedades del eugenol y carvacrol.

Propiedades Eugenol Carvacrol
Formula quimica C10H1202 C1oH140
Masa molar (g/mol) 134,22 150,22
Densidad (g/cm3) 1,067 0,976
Temperatura de fusion (°C) -12 3
Temperatura de ebullicién (°C) 255 238
Solubilidad en H20 (g /100 mL a 25° C) 0,246 Insoluble

3.2.2. Secado de complejos de inclusion mediante spray-drying
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Tras la formacion de los complejos de inclusion se secd la muestra y los
complejos de inclusion se almacenaron. Estos se prepararon en una emulsion de agua,
por lo que dicha mezcla se llevo a secar mediante un atomizador Biichi Mini Spray
Dryer B-191 (Figura 15). Cabe destacar que a pesar de ser un Spray Dryer, la funcion
de éste fue Unicamente la de llevar a cabo un secado de la muestra y no la encapsulacion
u obtencién de los complejos de inclusién (dado que ya estaban formados). Las

condiciones de partida fueron las descritas por Reineccius y col. 2002.

El secado de la muestra se obtuvo mediante una corriente de aire de entrada de
180°C y un flujo de emulsion de 15% (5 mL/min) para no obstruir el atomizador. El
secado se realizaba en constante agitacion de la muestra para que ésta fuese homogénea

en todo momento y los complejos de inclusion no decantasen al fondo.

Tras la obtencidn de los complejos de inclusion (aquellas particulas que poseian
un tamario de entre 0,5-30 um) y el calculo de rendimiento de secado, se almacenaron

en refrigeracion a fin de evitar posible degradacién o cambios minimos en éste.
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Figura 15. Imagenes de: a) emulsion de agua y complejos de inclusion; b) atomizador
Bichi Mini Spray Dryer B-191; ¢) complejo de inclusion obtenido tras el secado.

3.2.3. Andlisis de la eficacia de la retencién de los complejos de inclusion

Para el calculo del contenido experimental (Figura 16), se pesaron 0,15 g de
complejo de inclusion en un tubo de centrifuga de 50 mL. Se afiadieron 10 mL de agua
destilada y 5 mL de hexano. La mezcla fue agitada fuertemente durante 2 minutos antes
de ser introducida en un bafio termostatico a 85°C, manteniéndose con agitaciéon (33

rpm) durante 30 minutos. Las extracciones se realizaron por duplicado.

La fase apolar se recogié en un matraz aforado de 50 mL. Para favorecer la
separacion de fases, se llevaron las muestras a la centrifuga (25°C, 14000 rpm, 5 min).
Dicha operacion fue repetida dos veces mas, recogiéndose en los tres casos totales la
fase apolar en el matraz aforado de 50 mL. Finalmente se hizo una ultima extraccién
(con las mismas condiciones que en el resto de casos), recogiéndose esta vez la fase
apolar en un matraz aforado de 25 mL para comprobar posteriormente en el
cromatdgrafo de gases que la extraccion del compuesto activo de los complejos de
inclusion habia sido total en los casos anteriores (que quedaba menos de un 5% de los

aceites esenciales encapsulado en las ciclodextrinas).
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Figura 16. Esquema del proceso de extraccion de los compuestos activos en los

complejos de inclusion.

Para determinar la cantidad de compuesto activo, se hizo uso de un cromatdgrafo
de gases (HP 5890 Series II con detector FID), inyectandose 0,5 pL de las disoluciones
de los matraces previamente aforados. ElI cromatdgrafo trabajé en las mismas

condiciones que se explicaron en el apartado 3.1.3. de la memoria.

Se tomaron los datos de tiempo, area, peso, amplitud y simetria para calcular el

contenido de eugenol o carvacrol en cada complejo de inclusién formado.
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1

Figura 17. Iméagenes de: a) materiales empleados en el analisis de la eficacia de
retencion de los films; b) pesado de la muestra; ¢) matraces de 50 mL aforados con

hexano tras las tres extracciones; d) cromatdgrafo HP 5890 Series Il con detector FID.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Tras la elaboracion de los complejos de inclusion y los films, se realizo el
estudio de los resultados obtenidos. Por un lado se determiné el rendimiento de secado y

la eficacia de la retencion de los complejos de inclusion con a-, -, y-ciclodextrina

(Objetivo 1 y Objetivo 2). Por otro lado, se realizaron las curvas de liberacion de

eugenol y carvacrol encapsulado en ciclodextrina y sin encapsular a un simulante

alimentario, para evaluar su comportamiento (Objetivo 3).

4.1. FORMACION DE COMPLEJOS DE INCLUSION CON
CICLODEXTRINA

El objeto de este apartado es el estudio de la diferente retencion del eugenol y
carvacrol con los distintos tipos de ciclodextrinas (Objetivo 1). Los compuestos
eugenol y carvacrol aunque son parecidos molecularmente tienen diferente polaridad
debido a los diferentes grupos funcionales que estos tienen. El carvacrol presenta un
grupo OH vy el eugenol presenta un grupo OCHz y OH, por lo que es méas polar que el
carvacrol. Esto es determinante para la formacidn de los complejos de inclusion, en los
que la cavidad apolar de las mismas favorece la interaccion con moléculas apolares
(Reinnecius T.A. y col. 2002).

Segun la bibliografia, la B-ciclodextrina es la mas adecuada para la retencién de
este tipo de compuestos, principalmente por el diametro de su cavidad. Sin embargo, se
estudiaron también la a- y y-ciclodextrina para conocer el comportamiento de las

mismas en la retencidn de eugenol y carvacrol (Reinnecius T.A. y col. 2002).
4.1.1. Célculo del rendimiento de secado mediante spray-drying

Aunque el spray-drying también es una técnica de encapsulacion (Reineccius
G.A., 2009), el uso méas frecuente en la industria es el de secado. En este trabajo, las
disoluciones acuosas preparadas con los complejos de inclusion con las diferentes
ciclodextrinas y el eugenol o carvacrol se secaron para tener los complejos de inclusién
en estado solido. La eleccion de este método de secado se realizé por que previamente

se habia descrito en la bibliografia (Reineccius T.A. y col., 2002).
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El célculo del rendimiento de secado mediante el spray-drying se realizo

mediante la Ecuacion 1, la cual se muestra a continuacion:

Rdt (%) = AC = [(C)) / (Cp + Ca)] x 100 Ec. 1

AC: variacion del contenido de materia seca (en peso) durante la elaboracion de los
complejos de inclusion (desde la realizacion de la solucion acuosa hasta la obtencion de

los complejos de inclusién secos).

Cp: Cantidad de ciclodextrina (en peso) aportada a la solucion acuosa al comienzo de la

formacion de los complejos de inclusion.

Ca: Cantidad de compuesto activo (en peso) aportado a la solucién acuosa al comienzo

de la formacion de los complejos de inclusion.

C,: Cantidad de complejo de inclusién (en peso) obtenido tras el secado de la solucién

acuosa mediante spray-drying.
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Figura 18. Rendimiento de secado obtenido con el spray-drying con a-, -, y-

ciclodextrina (a-CD, B-CD, y-CD) y eugenol o carvacrol.

Los resultados de rendimiento obtenidos se muestran en la Figura 18. Se
observa en todos los casos los rendimientos fueron inferiores al 50%, por lo que se
puede afirmar que los rendimientos no son muy elevados. A pesar de ello, el mayor
rendimiento de secado promedio lo obtiene la y-ciclodextrina: eugenol, seguido de la -
ciclodextrina:carvacrol. Pueden ser diversas las razones por las que los rendimientos son
bajos, entre ellas se pueden destacar las siguientes. La alta volatilidad de los compuestos
eugenol y carvacrol que puede favorecer su perdida al someterla a las altas temperaturas
en la que trabaja el spray-drying (180°C) aunque en principio la ciclodextrina podria
actuar y proteger de este efecto térmico. Otra puede ser la pequefia cantidad introducida
en el equipo de spray-drying (un volumen total de 250 mL y porcentaje de materia seca
en torno al 11%) en la que siempre se produce una perdida, ya que hay una parte que se
queda inevitablemente pegada a las paredes del equipo.
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Para comprobar la segunda hipdtesis se realizd una experiencia duplicando la
cantidad introducida en el equipo de spray-drying (volumen total de 500 mL y
porcentaje de materia seca en torno al 11%). La experiencia se realiz6 con la -
ciclodextrina y ambos compuestos activos (primero el carvacrol y luego eugenol),
obteniéndose rendimientos del 80% y el 78%, por lo que se puede afirmar que con la
misma proporcion de sdlidos introduciendo una mayor cantidad de muestra en el
equipo, las pérdidas eran menores debido a las inevitables perdidas que se producen con
la puesta en funcionamiento del equipo. Es interesante destacar que el procedimiento de
secado de spray-drying se escogi6 para poder escalarlo a nivel industrial por lo que con
el resultado obtenido podemos afirmar que al aumentar el volumen de secado se podra

aumentar el rendimiento del mismo.
4.2.1. Célculo de la eficacia de retencion del agente activo en ciclodextrina

El objetivo de estudio de este apartado es el célculo de la eficacia de la retencion
de los complejos de inclusién preparados (Objetivo 2). Segun la bibliografia, el trabajo
con la relacién molar 1:1 de compuesto activo:ciclodextrina favorece la formacion de
los complejos de inclusion, debido a que se fuerza las condiciones para formar el
complejo (Reineccius T.A. y col., 2006). En exceso de compuesto activo provocaria que
parte del compuesto activo quedara en superficie y no insertado en la ciclodextrina, y
por lo tanto los resultados de liberacion serian confusos. Otra posibilidad seria trabajar
con exceso de ciclodextrina para forzar la insercion de compuesto activo y por tanto
forzar la formacion de complejos de inclusidn, sin embargo ademas de los complejos de

inclusion se podrian haber formado agregados que no es el objetivo.

En la Figura 19 se muestra de manera ilustrativa los complejos de inclusion
preparados en el laboratorio de manera equimolecular. En el caso de tomar dos muestras
de complejos de inclusion con diferente rendimiento de secado, no implica que aquel
que tenga un mayor rendimiento de secado tenga una mayor cantidad de compuesto
activo, ya que puede que en el material recogido tras el proceso de spray-drying sean
complejos de inclusién con compuestos activos encapsulados, mientras que otros sean

Unicamente ciclodextrinas con el anillo vacio.
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Figura 19. Complejos de inclusion de eugenol y carvacrol con B-ciclodextrina.

La eficacia de la retencién (RE) se calculd6 mediante la Ecuacion 2 que es el

cociente entre la cantidad obtenida tras la extraccién de los compuestos activos de los
complejos de inclusion y la cantidad tedrica de compuesto activo en el complejo de

inclusion (Durrieu V. y col. 2013).

RE = (Aexp / ATeo) X 100 EC. 2

RE = Eficacia de retencion expresada en %.

Aexp = Agente activo obtenido en el complejo de inclusion (g).

ATeo = Agente activo teorico en el complejo de inclusién (g).
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Figura 20. Eficacia de retencién de las diferentes ciclodextrinas al encapsular eugenol y
carvacrol.

Como se observa en la Figura 20, las mayores eficacias de retencion se obtienen
en la inclusion del carvacrol con el empleo de la B-ciclodextrina y y-ciclodextrina, los
cuales llegan hasta el 80% y 70%, con desviaciones estandar de 0.21 y 3.38
respectivamente (ver Tabla 4). Es de destacar que, en general, la apolaridad del

carvacrol favorece la insercion en la cavidad de las ciclodextrinas.
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Tabla 4. Eficacia de retencion (RE)

Muestra Eficacia promedio (%) Desviacion estandar (%)
a - CD:eugenol 43,66 © 4,19
o. - CD:carvacrol 20,78 @ 2,06
B - CD:eugenol 43,18® 3,21
B - CD:carvacrol 80,49 © 0,21
v - CD:eugenol 52,18 ® 6,30
v - CD:carvacrol 7220© 3,38

Una de las razones por las que se justifica la diferente eficacia de la retencion
obtenida en el caso de la a- y y-ciclodextrina con carvacrol, podria deberse a una serie
de factores en los que interviene la polaridad del compuesto activo, el tamafio de éste y
el diferente diametro de la cavidad en la a- y y-ciclodextrina. La a-ciclodextrina tiene
seis unidades de D(+)-glucopiranosa, siendo menor la cavidad apolar de las mismas y
teniendo un didmetro interior de 5,7 A. Sin embargo la y-ciclodextrina posee posee ocho
unidades de D(+)-glucopiranosa, siendo mayor la cavidad apolar de las mismas y
teniendo un diametro interior de 9,5 A. Los resultados parecen indicar que la cavidad de
la a-ciclodextrina es demasiado pequefia y se favorece la insercion en una cavidad mas
grande como se da en el caso de la B- y y-ciclodextrina (7,8 y 9,5 A respectivamente).
Por otro lado, y coincidiendo con los datos de la bibliografia (Reineccius G.A., 2009) la
eficacia de la retencion es mayor en la -ciclodextrina, esto se puede deber al tamafio de
la molécula de carvacrol que le resulta mas favorable las interacciones débiles en la
cavidad, en concreto como se describe en la bibliografia por fuerzas de Van der Waals
(Szejtli J., 1998).

Sin embargo, en el caso de la formacion de complejos de inclusion con eugenol
y en concreto con y-ciclodextrina que destaca por ser la méas soluble de todas, ademas

tiene el mayor area interna para formar un mayor nimero de interacciones entre ellas,
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uniéndose de forma especifica mediante interacciones covalentes o no covalentes (Van
der Waals) (Szejtli J., 1998). En el caso de la a- y B-ciclodextrina y eugenol, que
presenta el 50% del compuesto activo retenido siendo su comportamiento muy

parecido.

A la vista de los resultados de ER y Rdt (%) se escoge la B-ciclodextrina para
realizar los experimentos con los films y la liberacion de los compuestos activos de los

mismos.
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Figura 21. Extraccion del compuesto activo mediante hexano, y analizado de dicha
mezcla mediante cromatografia.

38



Resultados y discusion

Por otra parte cabe destacar la diferencia entre la eficiencia de la retencion y la

estabilidad de los complejos inclusion. La estabilidad de los complejos se refiere a la

estabilidad de estos complejos formados a lo largo del tiempo y a una determinada
temperatura. Los complejos de inclusion tras secarse en el spray-dryer se almacenan en
un refrigerador a -20°C. Se realizd una extraccion pasados 100 dias de almacenamiento
y se comprobé que la eficacia de la retencion (RE) era la misma, por lo que se puede
afirmar que en esas condiciones se evita la salida del compuesto activo desde la cavidad
de las ciclodextrinas, la volatilizacién del eugenol y el carvacrol, asegurdndose con ello
una cierta tendencia a la estabilidad.

Adjunto al trabajo en un Anexo se realiza un estudio estadistico de los resultados
obtenidos de ER para comparar las diferencias significativas que hay entre los diferentes

resultados obtenidos con los dos compuestos activos y los tres tipos de ciclodextrinas.
4.2. FORMACION DE RECUBRIMIENTOS COMESTIBLES

La elaboracion de los recubrimientos se realiza para emplearlos posteriormente
en el estudio de la liberacion de los compuestos activos en un simulante alimentario
(Objetivo 3). El estudio se centra en evaluar los recubrimientos con y sin complejos de

inclusion (formados por eugenol o carvacrol y B-ciclodextrina).

Como ya se ha mencionado, para formar los films se han empleado complejos de
inclusion con B-ciclodextrina, por los resultados obtenidos de rendimiento de secado y

eficacia de retencién.
4.2.1. Caracterizaciéon de recubrimientos.

Como se muestra en la Figura 22 los films son homogéneos Yy estables. Esto se

debe a la previa formacion de una mezcla formadora de recubrimiento homogénea.
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Figura 22. Iméagenes de: a) film de WPI y 5% eugenol; b) film de WPI y 5% de eugenol
seco.

Ademas para que su espesor fuera constante a lo largo de la superficie, durante
el secado de los films, éstos se dejaron sobre una tabla que tedricamente no poseia
ningun tipo de inclinacion (comprobado mediante un inclindmetro de burbuja). Tras el
secado de los recubrimientos, se emple6 un medidor de espesor para demostrar la
uniformidad del film en toda su superficie, poseyendo asi un grosor homogéneo en
cualquier punto de éste. Los espesores obtenidos estan en la Tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas de los recubrimientos elaborados.

Recubrimiento Espesor medio (mm)
Film A (WPI + 5% Eugenol) 0,113
Film B (WPI + 5% Carvacrol) 0,108
Film C WPI + 8% B-CD:Eugenol) 0,234
Film D (WPI + 5% B-CD:Carvacrol) 0,226
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En general, los recubrimientos a los cuales se les habian afiadido directamente
los compuestos activos, fueron uniformes, transparentes y homogéneos, teniendo una
superficie lisa. Destacaba entre dichos films el caracteristico aroma de los compuestos
activos aportados a cada uno de éstos. En algunas pruebas en las que se les aumenta la
concentracion de los compuestos activos afiadidos a los films influye significativamente
en las caracteristicas de éstos tras las 24 horas de secado. Al afiadir mayor cantidad de
eugenol o carvacrol a la mezcla formadora de films, aumenta el color de los films,
disminuye la transparencia, aumenta el olor caracteristico que poseen los films.
Ademas, el empleo de los distintos compuestos activos también influye en las
caracteristicas finales de los films de WPI preparados, para una misma concentracion de
compuesto activo, los films de eugenol eran menos transparentes que los de carvacrol y

tenian un color amarillento mas intenso, como se muestra en la Figura 23.

Figura 23. Imagenes de films de WPI con: a) 5% de carvacrol; b) 5% de eugenol.
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Por el contrario, los films que contenian los compuestos activos con complejos
de inclusion de B-ciclodextrina, mostraron caracteristicas diferentes respecto a los
recubrimientos de WPI con eugenol y carvacrol (Figura 24). Los films con complejos
de inclusion afnadidos fueron uniformes, sin brillo y homogéneos. Es de destacar que
dichos recubrimientos presentaban menor olor quiza al uso de la B-ciclodextrina.
Ademés el colora variaba considerablemente, siendo mas blanquecinos y menos

amarillentos.

WPT +eue (37| \WPT (confrol)

WPET + B-cd LCry (50/) WPL + BOJ euoy Qg/>‘\‘/</pl t B-cd (57&

Figura 24. Iméagenes de los recubrimientos de WPI preparados en el laboratorio.

4.2.2. Determinacion de las cinéticas de liberacion de compuestos activos.

El objeto de este apartado es el calculo de las cinéticas de difusion de eugenol y
carvacrol con y sin encapsular con p-ciclodextrina en films de WPI (Objetivo 3) en un

simulante alimentario (D1: EtOH/H,0). En la Figura 25 se muestra de manera grafica
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la liberacion que se produce de los compuestos activos, en este caso encapsulados, a lo
largo del tiempo.

o] ¢ O
M; = 0 min M; = n min M; = o min
EtOH/H20 EtOH/H20 ~——  EtOH/H20

‘ Evolucion en el tiempo de la liberacion del compuestob

Figura 25. Imagen de la liberacion de los compuestos activos en un simulante

alimentario etanol/agua.

4.2.2.1. Liberacion de eugenol y carvacrol en recubrimientos de WPI.

Como se observa en la Figura 26 la liberacion de los compuestos activos
eugenol y carvacrol en el simulante alimentario D; se realiza rapido. A tiempos cortos
los compuestos activos estan casi en su totalidad liberados. En teoria el efecto de la
matriz de WPI permite retardar su difusion (Fabra M.J. y col. 2012). Sin embargo, para
estos compuestos y este simulante alimentario ese efecto no se parecia

significativamente.
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Figura 26. Liberacion de a) eugenol y b) carvacrol a 22°C frente al tiempo en films de
WPI.
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4.2.2.2. Liberacion de B-ciclodextrina: carvacrol en recubrimientos de
WPI

Como se muestra en la Figura 27 la formacion de complejos de inclusion de
eugenol y carvacrol con B-ciclodextrina, permite reducir el tiempo de difusion o
liberacion que se produce del film de WPI al simulante alimentario. Esto se puede deber
al equilibrio e interacciones que se establecen entre el compuesto activo y la f-
ciclodextrina que permite retrasar su liberacion. Las ciclodextrinas se hidratan en
contacto con el simulante alimentario y liberan dichos compuestos activos lentamente

conforme son hidratadas.

La liberacion se va mas retardada en el caso de los complejos de inclusién
formados con inclusion B-ciclodextrina:carvacrol. En principio, esto podria deberse a la
mayor afinidad que tiene la B-ciclodextrina por el carvacrol tal y como se calcul6 con la
eficacia de la retencion que es de un 80% y 43% para el carvacrol y eugenol,
respectivamente. De manera que el compuestos mas retenido en la B-ciclodextrina,
tendra mayor afinidad por ellas y la liberacion al simulante alimentario sera mas lenta
respecto a aquellas que casi no se retengan. Esto podria tener especial interés para la
liberacion controlada de compuestos activos.

Es muy apreciable la gran diferencia en la velocidad de liberacion de eugenol y
carvacrol que se muestra entre aquellos recubrimientos que poseen Unicamente los
agentes activos en su matriz, respecto a los que poseen los complejos de inclusion en
ésta (Tabla 6).

Tabla 6. Velocidad de liberacién de los diferentes films. Tiempo para liberar el 50 % y
el 90 % de la cantidad inicial del disco de film (My).

Velocidad de liberacion de eugenol y carvacrol

WPI +eug WPI + B-CD:eug WPI +crv WPI + B-CD:crv
50 % 7 min 11,8 min 4.5 min 10,1 min
90 % 18 min 29,7 min 13,6 min 34,8 min
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Figura 27. Diferencias en la liberacion de a) eugenol y b) carvacrol a 22°C frente al

tiempo en films de WPI y films de WPI y complejos de inclusion.
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5. CONCLUSIONES

1. Los rendimientos de secado (RDT) de los complejos de inclusion a-, B-, v-

ciclodextrina son inferiores al 50%, en las condiciones de secado: 11%
(w/w) de sélido y 180°C.

2. La eficacia en la retencion (RE) en el caso de la B-ciclodextrina es del 80% y
45% en carvacrol y eugenol, respectivamente. Poniendo de manifiesto la

notable incidencia de la polaridad en la RE.

3. El procedimiento de extraccion para el calculo de la RE es adecuado ya que

la Gltima extraccion de los complejos de inclusion es inferior al RE<5%

considerandose éste despreciable.

4. Los films preparados de WPI con adicion de complejos de inclusion de -
ciclodextrina:eugenol y B-ciclodextrina:carvacrol son homogéneos y sin

aglomerados.

5. Los complejos de inclusién con B-CD permiten retardar la difusion de

eugenol y carvacrol en los films de WPI en el simulante alimentario D1.

6. El efecto de la B-CD es mas pronunciado en el complejo de inclusion -
ciclodextrina:carvacrol que en B-ciclodextrina:eugenol sugiriendo que al ser

mayor la ER los complejos son mas estables y tarda mas en difundir.
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El estudio ANOVA llevado a cabo en este estudio ya demuestra que en absoluto los
diferentes valores de las muestras estudiadas se parecen de forma significativa entre
ellas. Debido a que el valor de significatividad es inferior al 5% (a = 0.05), se desecha
la hipdtesis nula de que las medias de las diferentes muestras se asemejan entre ellas y
pueden ser determinadas como iguales en andlisis estadisticos. Debido a dicha
diferencia, se lleva a cabo un estudio de la semejanza de las diferentes muestras

estudiadas mediante un estudio post-hoc (ver ANEXO Tabla 4).

En la tabla mostrada se observa la separacion llevada a cabo entre las diferentes
muestras, siendo el subconjunto 1 el de menor eficacia (donde Unicamente se encuentra
el a-CD:carvacrol) y el subconjunto 3 el de mayor eficacia (el de mayor interés en

nuestro caso).

Los compuestos activos (eugenol y carvacrol) poseen diferentes caracteristicas de
polaridad. Ello, unido al tamafio de particula, simetria y otras caracteristicas, hacen que
para cada uno de los componentes a encapsular sea mas adecuada una ciclodextrina u

otra.

Al tener los estudios post-hoc del rendimiento de secado (ANEXO Tabla 2) y eficacia
de retencién (ANEXO Tabla 4) puede establecerse que combinaciones son las mas
eficientes. Estudiando dicho anélisis post-hoc, puede apreciarse como la B-ciclodextrina
y la y-ciclodextrina no son significativamente diferentes entre ellas. Con el carvacrol,
las dos poseen una elevadisima eficacia de retencion (considerdndose iguales para una
significatividad del 5%), y lo mismo sucede en el caso del eugenol, donde las tres

ciclodextrinas forman un dnico grupo.

Viendo ello, podrian considerarse igual de buenas para llevar a cabo la encapsulacién
quimica de estos compuestos activos, pero consultandose el rendimiento de secado, se
aprecia que la y-ciclodextrina no estd entre las mas eficientes en el rendimiento de
secado al encapsular carvacrol. Por el contrario, la B-ciclodextrina si se encuentra en los
subconjuntos mas eficientes de ambos estudios, tanto al secar los complejos de

inclusion formados por dicha ciclodextrina y cualquiera de los compuestos activos,
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como al encapsular ambos (siendo con el carvacrol la més eficiente y con el eugenol no

muestra diferencias significativas con las otras ciclodextrinas).

ANEXO Tabla 1. Estudio ANOVA del rendimiento de secado de los diferentes
compuestos y ciclodextrinas empleados en el estudio.

Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 771,971 5 154,394 6,364 ,022
Intra-grupos 145,558 6 24,260
Total 917,528 11

ANEXO Tabla 2. Estudio Duncan post-hoc del rendimiento de secado de los diferentes

compuestos y ciclodextrinas empleados en el estudio.

Complejo de Subconjunto para alfa =
inclusion 0.05
a b

a-CD:carvacrol 25,5605
y-CD: carvacrol 26,3405

p-CD:eugenol 32,5520 32,5520

a-CD:eugenol 43,2390
B-CD: carvacrol 43,2730

v-CD:eugenol 44,1630

Sig. ,219 ,067
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ANEXO Tabla 3. Estudio ANOVA de la eficacia de retencién de los diferentes

compuestos y ciclodextrinas empleados en el estudio.

Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadrética
Inter-grupos 4683,888 5 936,778 46,286 ,000
Intra-grupos 121,434 6 20,239
Total 4805,322 11

ANEXO Tabla 4. Estudio Duncan post-hoc de la eficacia de retencion de los diferentes

compuestos y ciclodextrinas empleados en el estudio.

Complejo de Subconjunto para alfa =
inclusion 0.05
a b C

a-CD: carvacrol 20,7750

B-CD:eugenol 43,1800

a-CD:eugenol 43,6550

v-CD:eugenol 52,1750
v-CD: carvacrol 72,1950
B-CD: carvacrol 80,4900

Sig. 1,000 ,102 ,115
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B-CYCLODEXTRIN INCLUSION COMPLEXES AS A CONTROLLED
RELEASE TOOL IN ANTIMICROBIAL EDIBLE FILMS
C. Barbe, A Eguinoa and LI Maté pna

Umvsmdﬂd Piiblica de Mvﬂrm
Campusde A , 21646 Pampl 1, Spain
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CONCLUSIONS
= THE METHODOLOGY CARRIED OUT TO THE INCLUSION COMPLEX FORMATION (CO-PRECIPITATION AND SPRAY-DEYING) SHOWED THAT POLARITY
HAD A SIGNIFICANT EFFECT ON THE RETENTION EFFICIENCY.
= f-CYCLODEXTRIN COMPLEXES OF EUGENOL AND CARVACROLWERE SUITABLE TO BE ADDED INTO WPI FILMS. THESE EDIBLE FILMS WERE FOUND
TO BE HOMOGENEOUS AND STABLE MOREOVER, COMPLEXES ALLOWED DECREASE THE EELEASE TIME INTO A FOOD SIMULANT. THIS MAY BE
RELEVANT TO ANTIMICROBIAL FOOD APLICATIONS.
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ANEXO Figura 1. Estudio del empleo de complejos de inclusion de -ciclodextrine en

el control de la difusion de compuestos antimicrobianos en films comestibles.
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