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CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN GENERAL DE CICLODEXTRINAS 

 

1.1. INTRODUCCIÓN 

Las ciclodextrinas (CDs) son oligosacáridos cíclicos naturales que se 
obtienen a partir de la degradación enzimática de uno de los polisacáridos más 
importantes de la naturaleza, el almidón. Las CDs pertenecen a una familia de 
compuestos con estructura tronco-cónica, en cuyo interior existe una cavidad 
estable de naturaleza hidrofóbica que puede atrapar o encapsular otras moléculas. 
Esta propiedad que tienen las CDs da lugar a la formación de una interacción de 
tipo hospedador-huésped, que modifica y/o mejora las características físicas, 
químicas y/o biológicas de la molécula encapsulada. Las aplicaciones de las CDs 
son muy diversas, se utilizan principalmente en la industria farmacéutica, 
industria alimentaria, industria química, cromatografía, catálisis, biotecnología, 
agricultura, cosmética e higiene, medicina, industria textil y medioambiente 
(Radu, Parteni y Ochiuz, 2016). 

Aunque se conocen desde hace más de 120 años, las CDs tuvieron su auge 
en la década de los 80 del siglo pasado con las primeras aplicaciones en la 
industria farmacéutica y alimentaria. Su expansión fue posible gracias a la 
producción a escala industrial de las tres CDs conocidas como nativas, α-, β- y γ-
CDs (Rajendiran y Jenita, 2015). La producción de las mismas de forma más pura 
comenzó en el año 1984, lo que supuso un enorme avance en su uso industrial. 

1.2. ANTECEDENTES HISTÓRICOS Y DESCUBRIMIENTO 

La historia de las CDs comienza en Francia a finales del siglo XIX gracias a 
los trabajos del farmacéutico y químico Antoine Villiers, que estudió la acción de 
diversas enzimas sobre diferentes hidratos de carbono. En particular, estudiando 
el uso del fermento butírico de Bacillus amylobacter sobre almidón de patata, 
observó la formación de unos compuestos cristalinos con unas características 
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particulares. De esta manera, se produjo el descubrimiento de las CDs. Villiers 
describió que bajo ciertas condiciones (50 g de almidón de patata en 1 L de agua a 
100 ˚C e inoculado con Bacillus amylobacter y su posterior incubación durante 
varios días a 40 ˚C), el almidón de patata fermentaba dando lugar a dextrinas. 
Villiers demostró lo sencillo que resultaba obtener estos nuevos compuestos a 
partir de la inoculación de Bacillus. Consideró estas nuevas sustancias como 
isómeros del almidón, casi insolubles en agua, solubles en alcohol, no 
fermentables y resistentes a ácidos. Concluyó que las propiedades que 
presentaban estas dextrinas eran claramente diferentes de las propiedades de los 
otros polisacáridos conocidos en esa época.  

Al comienzo del siglo XX, en 1903, el químico y bacteriólogo austríaco Franz 
Schardinger, estudiando el comportamiento de microorganismos 
termorresistentes que podían dar lugar a intoxicaciones alimentarias, descubrió 
que un tipo de microorganismo especialmente termorresistente era capaz de 
disolver el almidón y formar subproductos cristalinos muy similares a las 
dextrinas observadas por Villiers. Usando la reacción de yodo, fue capaz de 
distinguir dos tipos de polisacáridos que denominó dextrina A y dextrina B. En 
1904, Schardinger aisló otro microorganismo que denominó Bacillus macerans que 
también era capaz de producir las estructuras cristalinas denominadas dextrinas, 
con un rendimiento 10 veces superior a los que obtuvo Villiers en sus 
experimentos. Schardinger fue capaz de demostrar que estas dextrinas no eran 
reductoras frente a cobre, ni fermentables por levaduras y que podían ser 
sintetizadas a partir de diversas fuentes de almidón (patata, arroz, trigo). 
Concluyó que entre un 25-30% del almidón, se convertía en estas estructuras 
cristalinas. Sus métodos de separación los basó en la facilidad de cristalización de 
β-dextrina en agua y su baja solubilidad a temperatura ambiente, seguida por una 
precipitación de α-dextrina mediante la adición de alcohol. La distinción de estas 
dos formas la realizó en función de su capacidad para formar complejos de 
diferentes colores con yodo: gris-verdoso para α-dextrina en seco (el color 
cambiaba a azul en presencia de agua) y púrpura-rojizo para β-dextrina en seco y 
en agua (Schardinger, 1903). 

Schardinger fue el primer investigador que describió las propiedades de 
estas dextrinas, incluyendo su capacidad para formar complejos de inclusión y 
sugirió que estos compuestos podían tener una estructura cíclica, sin embargo, 
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esta idea nunca la pudo demostrar, siendo Freudenberg quien, 30 años después, 
llegó a la conclusión de que se trataba de oligosacáridos cíclicos (Freudenberg y 
col., 1936). En los años 40, y gracias a la tecnología de difracción de rayos X se 
confirmó esta estructura (Kratky y Porod, 1949). 

El principal descubrimiento de Schardinger fue el aislamiento del 
microorganismo capaz de sintetizar la enzima que cataliza la degradación del 
almidón para dar CDs, que años después fue denominada ciclodextrina 
glucosiltransferasa (CGTasa). Esta enzima se encarga de actuar frente a la 
amilosa, que es el componente lineal del almidón. A día de hoy, la mayor parte de 
la producción mundial de CDs se lleva a cabo con la utilización de Bacillus 
macerans. Los términos α- y β-dextrina fueron utilizados por primera vez por este 
investigador y gracias a este hecho, las CDs fueron denominadas durante muchos 
años “dextrinas de Schardinger”, aunque su descubrimiento se debe a Antoine 
Villiers (Figura 1.1).   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.1. Primera página del artículo original publicado  

por Franz Schardinger sobre dextrinas en 1903. 
 
En los antecedentes históricos acerca de las CDs, al periodo de tiempo 

comprendido entre 1911 y 1935, se le conoce como periodo de duda. Los dos 
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investigadores más importantes que marcaron esta época fueron Hans 
Pringsheim y Paul Karrer. Durante este periodo, la estructura de las CDs era aún 
desconocida ya que no fue hasta los años 30 cuando Freudenberg la descubrió 
(Freudenberg y col., 1936).  

Para Hans Pringsheim, las dextrinas de Schardinger se producían a partir 
de una despolimerización bacteriana del almidón, dando lugar a unidades 
fundamentales: la fracción de amilosa se rompía dando lugar  a α-dextrina y la 
amilopectina se degradaba para dar β-dextrina (Pringsheim, 1923). Los estudios 
que Pringsheim llevó a cabo junto a sus colaboradores contenían numerosos 
errores debido  a que las dextrinas que usaron no eran totalmente puras, además 
de los problemas asociados de la separación de las dos fracciones. Pringsheim 
estaba también convencido de que las dextrinas estaban formadas exclusivamente 
por glucosas unidas por enlaces glucosídicos α(14) como ocurría en el almidón. 
Esta teoría estaba de acuerdo con la que anteriormente había propuesto Karrer 
(Karrer, 1920). Estas dextrinas tenían un peso molecular mucho más bajo que el 
almidón y además no eran reductoras. Sin embargo, Pringsheim no fue capaz de 
determinar la estructura cíclica de estos compuestos.  

Desde 1935 hasta 1950, las dextrinas de Schardinger entraron en un periodo 
de investigación clave en su historia, liderado por dos investigadores: Karl Johann 
Freudenberg y Dexter French. Freudenberg consideró inicialmente las dextrinas 
de Schardinger como cadenas de moléculas intermedias entre maltosa y almidón, 
no reductoras. En 1935, describió un método para la síntesis de estos compuestos 
con alta pureza y usó un método crioscópico para la determinación de su peso 
molecular (Freudenberg y Jacobi, 1935). 

Freudenberg observó que la hidrólisis enzimática de las dextrinas sólo daba 
lugar a unidades de D-glucosa y dos años después llegó a la misma conclusión a 
la que había llegado Schardinger en lo relativo a su estructura cíclica. Aunque 
inicialmente las había considerado como cadenas de moléculas sin poder 
reductor, estudiando la reacción de hidrólisis, hidrólisis enzimática y acetólisis de 
las dextrinas, Freudenberg y sus colaboradores llegaron a la conclusión de que 
estas moléculas tenían estructura cíclica y estaban compuestas por unidades de 
maltosa unidas por enlaces glicosídicos α(14). En 1948, esta teoría se confirmó 
usando datos de actividad óptica (Freudenberg y Cramer, 1948). Por tanto, es a 
Freudenberg a quién hay que señalar como autor del descubrimiento de la 
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estructura de las CDs, aunque la determinación del peso molecular y del número 
de glucosas por las que estaban formadas no fuera correcto. A finales de los años 
30, Freudenberg sugirió, por primera vez, la hidrofobicidad de la cavidad interna 
de estas dextrinas y describió su capacidad para formar complejos de inclusión 
con otras moléculas. 

En 1947, Freudenberg y su equipo describieron el mecanismo de 
aislamiento de fracciones puras, modificando la versión publicada en 1935 
(Freudenberg, Plankenhorn y Knauber, 1947a). Fueron capaces de producir β-
dextrinas puras usando bromobenceno. Un año después descubrieron la 
existencia de γ-dextrinas (Freudenberg, Plankenhorn y Knauber, 1947b). Además 
de estos descubrimientos, Freudenberg propuso que debían existir CDs con 9 ó 10 
moléculas de glucosa, cuya existencia fue demostrada por French años después. 

En paralelo a los estudios llevados a cabo por Freudenberg, Dexter French 
también mostró interés por las dextrinas de Schardinger y repasando los trabajos 
sobre su peso molecular que había llevado a cabo Freudenberg, llegó a la 
conclusión de que los datos eran erróneos porque el método usado para su 
determinación no era adecuado. En 1942, French y Rundle, mediante difracción 
de rayos X y medidas de densidad cristalina determinaron el peso molecular de 
α- y β-dextrinas y descubrieron, por primera vez, el número exacto de unidades 
de glucosa por dextrina, que es seis y siete respectivamente. Además, 
demostraron que el peso molecular era múltiplo de 162.1 (peso molecular de 
glucosa) (French y Rundle, 1942) (Figura 1.2). 

French determinó datos de solubilidad en agua de cada una de las dextrinas 
a temperatura ambiente. Estos valores fueron: para α-dextrina 14.5 g/100 mL, 
para β-dextrina 1.8 g/100 mL y para γ-dextrina 23.2 g/100 mL (French y Rundle, 
1942). En 1950 determinó el tamaño molecular y la estructura de γ-dextrina, 
previamente descrita por Freudenberg como un heptasacárido cíclico (French, 
Knapp y Pazur, 1950). Usando hidrólisis ácida parcial y digestión enzimática 
seguida por medidas de difracción de rayos X y cromatografía en papel, French 
mostró que γ-dextrina estaba compuesta por 8 moléculas de glucosa unidas por 
enlaces glucosídicos α(14). A finales de los años 50, French y sus colaboradores 
habían sido capaces de determinar el peso molecular, estructura química, 
dimensiones y los tipos de enlaces en las tres dextrinas descritas. 
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Figura 1.2. Estructura de las diferentes CDs nativas. 

 
Para French, las principales conclusiones que se podían establecer respecto 

a las CDs a finales de los años 60, era que estos compuestos eran moléculas muy 
prometedoras para su uso en investigación pero que se necesitaban más estudios 
para un mejor entendimiento de sus propiedades. Además, su purificación sólo 
daba lugar a pequeñas cantidades de las mismas y mostraban cierta toxicidad 
cuando se emplearon con ratas (French, Pulley y Whelan, 1963). 

Friedrich Cramer fue reconocido principalmente por sus aportaciones 
respecto a los complejos de inclusión en solución y en estado sólido (Figura 1.3).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
 

Figura 1.3. Tipos de complejos de inclusión que se  

forman entre las CDs y las moléculas huésped. 
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Cramer demostró que el principal valor de las CDs residía en su capacidad 
para formar complejos de inclusión en el interior de su cavidad interna y señaló 
que las CDs deberían ser consideradas más un cono truncado que un cilindro 
(Cramer 1952) (Figura 1.4). 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.4. Estructura troncocónica de las CDs sugerida por Cramer (1952). 
 

Los estudios de Cramer dieron lugar a dos conclusiones importantes:  
 Los enlaces que se establecían entre la CD y la molécula huésped 

eran de tipo no covalente (puentes de hidrógeno, interacciones 
hidrofóbicas y fuerzas de Van der Waals), los cuales son débiles 
permitiendo que la unión sea de tipo reversible. 

 La asociación que se establecía entre las 2 moléculas estaba regida 
por un equilibrio.  
 

Fue en 1967 cuando Cramer describió con detalle cómo se producía la 
formación de los complejos de inclusión, llegando a las siguientes conclusiones 
(Cramer, Saenger y Spatz, 1967): 

 El sustrato se acerca a la molécula de CD, las moléculas de agua 
salen del interior de la cavidad y adquieren un nuevo nivel 
energético. 

 La molécula huésped se libera de la cubierta de agua que la 
envuelve, por lo que adquiere un estado energético diferente. 

 La molécula huésped, en un estado de gas perfecto, entra en la 
cavidad y el complejo se estabiliza mediante interacciones de Van 
der Waals y/o puentes de hidrógeno. 
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 El agua que sale de la cavidad interna forma puentes de hidrógeno 
con otras moléculas de agua circundantes. 
 

En los años 80, Jozsef Szejtli realizó importantes contribuciones en el campo 
de los complejos de inclusión formados por las CDs. Estas contribuciones pueden 
resumirse en los siguientes puntos (Szejtli, 1985): 

 
 Modifican las características físico-químicas de la molécula huésped: 

compuestos con baja solubilidad acuosa, la incrementan tras su 
complejación, malos sabores u olores pueden ser eliminados, el color 
de ciertas sustancias puede ser alterado, etc. 

 Modifican la actividad química del huésped: sustancias reactivas 
pueden ser estabilizadas al formar complejos de inclusión, lo que 
reduce su reactividad. Se pueden llevar a cabo selectivamente 
reacciones químicas. Además, las CDs juegan un rol importante en 
la catálisis, etc. 

 Estabilizan sustancias sensibles a la luz o al oxígeno. 
 Complejan sustancias volátiles: se puede mejorar el almacenamiento 

y manejo de ciertas sustancias tóxicas como pesticidas. 
 

Además, Szejtli apuntó que las CDs son moléculas altamente versátiles  ya 
que las diferentes formas físicas y químicas que pueden adoptar incluyen 
partículas (agregados, microesferas), polímeros solubles o insolubles, polímeros 
con CDs insertadas, geles e hidrogeles, membranas, superestructuras moleculares 
o nanopartículas. Todas estas formas son muy útiles para diferentes aplicaciones 
farmacéuticas o biomédicas. 

1.3. PROPIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS DE LAS CICLODEXTRINAS 

Las CDs nativas son de tres tipos: α-, β-, y γ-CDs. También son 
denominadas ciclodextrinas parentales. Están formadas por 6, 7 u 8 unidades de 
glucosa, respectivamente, unidas por enlace glicosídico (14) (Dass, Jessup y 
Apolipoprotiens, 2000). De todas ellas, β-CDs es la más accesible y la que tiene un 
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precio más bajo, además de ser la más usada. Las principales propiedades físico-
químicas de las CDs se recogen en la Tabla 1.1. 

 
Tabla 1.1. Propiedades físico-químicas de las CDs nativas. 

Propiedades α-CDs β-CDs γ-CDs 

Nº glucopiranosas 6 7 8 
Peso molecular (g/mol) 972 1135 1297 

Solubilidad en agua a 25 ˚C (%, p/v) 14.5 1.85 23.2 

ΔH (kJ/mol) 32.1 34.7 32.3 

ΔS (J/˚K.mol) 57.7 48.9 61.4 

Tensión superficial (mN/m2) 71 71 71 

Rango Tª de fusión (˚C) 255-260 255-265 240-245 
Diámetro exterior (Å) 14.6 15.4 17.5 

Diámetro cavidad (Å) 4.7-5.3 6.0-6.5 7.5-8.3 

Altura (Å) 7.9 7.9 7.9 

Volumen Cavidad (Å3) 174 262 427 

 
El diámetro exterior y de la cavidad así como la altura de las CDs nativas se 

observa en la Figura 1.5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.5. Diámetro interno y externo de las CDs nativas. 
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Además de las CDs parentales, existen multitud de CDs derivadas que se 
producen por aminaciones o esterificaciones en los grupos hidroxilo primarios o 
secundarios que quedan libres en las unidades de glucosa. Dependiendo del 
sustituyente, la solubilidad de las CDs modificadas es distinta de la de su 
correspondiente nativa. En general, las CDs modificadas presentan cambios en la 
hidrofobicidad de su cavidad interna, además de incrementar su solubilidad 
acuosa, estabilidad y control de la actividad química de la molécula huésped (Del 
Valle, 2004). 

1.4. USO Y REGULACIÓN DE LAS CICLODEXTRINAS 

El uso de las CDs aumenta anualmente en un 20-30%. La amplia utilización 
de estos compuestos tiene su reflejo en la industria farmacéutica, alimentaria, 
química y otras (Szejtli, 1997). En la industria farmacéutica, las CDs y sus 
derivados se han utilizado para la complejación de fármacos, así como para otros 
aditivos auxiliares con el fin de mejorar sus propiedades físico-químicas o 
aumentar su biodisponibilidad (Fromming y Szejtli, 1994). En la industria 
química, las CDs se utilizan como catalizadores para mejorar la selectividad de 
determinadas reacciones, así como para la separación y purificación de productos 
industriales (Hedges, 1998). El 80-90% de las CDs producidas se emplea en la 
industria alimentaria, tanto para estabilizar aromas como para eliminar sabores 
no deseados, contaminaciones microbiológicas, etc. (Singh, Sharma y Banerjee, 
2002). 

La regulación sobre el uso de las CDs es diferente dependiendo del país. En 
Estados Unidos, α-, β-, y γ-CDs están incluidas dentro de la lista de aditivos 
GRAS. En Japón, estas mismas CDs están consideradas como productos naturales 
y su comercialización en el sector alimentario está restringida solamente por 
consideraciones de pureza. En Australia y Nueva Zelanda, α- y γ-CDs están 
consideradas como nuevos alimentos desde 2004 y 2003 respectivamente 
(Cravotto y col., 2006). En Europa, α-, β-, y γ-CDs están consideradas como 
ingredientes alimentarios.   

La recomendación de la FAO y del Comité de Aditivos Alimentarios 
(JECFA) sobre la ingesta de CDs en alimentos es de 5 mg/kg/día de β-CDs. 
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1.5. SOLUBILIDAD ACUOSA DE LAS CICLODEXTRINAS 

La solubilidad acuosa de las CDs varía según el tipo; siendo β-CDs la menos 
soluble de todas ellas, 1,85 g/100 mL a temperatura ambiente. α- y γ-CDs son más 
solubles, 14,5 g/100 mL y 23,2 g/100 mL, respectivamente. Esta solubilidad 
depende, en gran medida, de la temperatura.  

Aunque las CDs nativas son hidrofílicas, su solubilidad acuosa es limitada, 
especialmente en el caso de β-CDs. Esto se debe a la fuerte unión de las moléculas 
de CDs en el estado cristalino (alta energía de red cristalina) así como por la 
existencia de puentes de hidrógeno intramoleculares en el interior de la molécula 
de CD, lo que impide que se formen enlaces de hidrógeno con moléculas de agua 
de los alrededores de la cavidad (Coleman y col., 1992). La sustitución aleatoria 
de los grupos hidroxilo, incluso por sustituyentes hidrofóbicos, como es el caso de 
los grupos metoxi, provoca una gran mejora de la solubilidad acuosa de las CDs. 

1.6. SITUACIÓN ACTUAL 

Es conocido y está ampliamente descrito en la literatura que las CDs y sus 
derivados tienen una amplia variedad de aplicaciones prácticas en diferentes 
áreas: farmacia, medicina, alimentación, cosmética, química, catálisis, 
biotecnología, industria textil, etc. Además de estos sectores, la investigación con 
CDs también es muy activa en sectores como detergentes, pegamentos y 
adhesivos, sector del plástico y la industria de la fibra y del papel. La gran 
mayoría de estas aplicaciones químicas y biológicas están basadas en la capacidad 
de las CDs deformar complejos de inclusión (Crini, 2014). 

En los últimos años, se han publicado diversas revisiones sobre las 
aplicaciones prácticas de las CDs en diferentes áreas. Algunas de las más 
importantes son en: cromatografía (Vetter y Bester, 2006), agroquímica (Morillo, 
2006), catálisis (Komiyama y Monflier, 2006; Karakhanov y  Maximov, 2010), 
industria textil (Hashimoto, 2006; Voncina, 2011), tecnología enzimática 
(Villalonga, Cao y Fragoso, 2007), membranas (Kozlowski y Sliwa, 2008), química 
(Tonelli, 2008; Steed y Adwood, 2009), farmacia y medicina (Van de Manakker y 
col., 2009; Caliceti, Salmaso y Bersani, 2010), alimentos (Astray y col., 2009), 
aromas (Cabral-Marques, 2010), descontaminación (Kozlowski y Sliwa, 2010), 
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química supramolecular (Dong, Li y Shi, 2011), biotecnología (Li, Zhao y Li, 2011), 
cosmética (Tarimci, 2011), nanotecnología (Davis y Higson, 2011), remediación 
(Landy y col., 2012), microencapsulación (Guo y Wilson, 2013) y química analítica 
(Tong y Chen, 2013). 

1.6.1. Ciclodextrinas y complejos de inclusión.  

Las CDs pueden considerarse como cápsulas vacías de un cierto tamaño 
molecular que pueden incluir en su interior una gran variedad de moléculas, 
formando lo que se denomina “complejo de inclusión”. Los complejos de 
inclusión se forman entre dos o más moléculas. Una molécula es el hospedador y 
en ella se incluye parcial o totalmente la molécula huésped. Por tanto, las CDs son 
consideradas moléculas hospedadoras (Brewster y Loftsson, 2007). El enlace que 
se establece entre las dos moléculas es de tipo no covalente. 

La formación del complejo de inclusión en disolución es un equilibrio 
dinámico (ecuación 1.1), donde CD es la ciclodextrina, G es la molécula huésped y 
CD-G es el complejo de inclusión. La estabilidad del complejo de inclusión está 
gobernada por una constante de equilibrio (Kc): 

 

CD+G 
Kc
↔ CD-G   (1.1) 

 
Cuánto más grande es la molécula huésped, más lentamente se produce la 

formación y descomposición del complejo. Este proceso de equilibrio es una de 
las características más importantes de esta asociación. 

1.6.1.1. Energía y mecanismos de inclusión 

La inclusión de una molécula en el interior de la cavidad de la CD, consiste 
en la sustitución de las moléculas de agua del interior de la cavidad por la 
molécula con menor polaridad (Figura 1.6). El proceso es energéticamente 
favorable por las interacciones de la molécula huésped con la cavidad solvatada e 
hidrofóbica del hospedador. En este proceso, tanto la entalpía como la entropía 
juegan un papel muy importante. El proceso de complejación es el resultado de 
varios efectos: 
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 Sustitución de las interacciones polares/apolares energéticamente 
desfavorables (entre el agua incluida en el interior de la CD y entre 
el agua y la molécula huésped) por otras interacciones 
apolares/apolares más favorables energéticamente (entre la molécula 
huésped y la cavidad) y las interacciones polares/polares (entre el 
agua y las moléculas de agua liberadas de la cavidad). 

 La tensión del anillo de CDs se libera en la formación del complejo. 
 Interacciones de Van der Waals y puentes de hidrógeno que se 

producen entre la molécula huésped y la CD. 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Figura 1.6. Formación del complejo de inclusión entre la CD  

y la molécula huésped (Astray y col., 2009). 

 
Los parámetros termodinámicos que intervienen en la formación de los 

complejos de inclusión son: energía libre (ΔG), entalpía (ΔH) y entropía (ΔS) y se 
pueden obtener a partir de la dependencia con la temperatura de la constante de 
complejación.  Los valores de ΔH y ΔS también se pueden calcular mediante 
espectrofotometría (Dodziuk, 2006), pero los datos más fiables se obtienen por 
calorimetría (Astray y col., 2009). La formación del complejo está asociada a una 
entalpía negativa relativamente grande, mientras que la entropía puede ser 
positiva o negativa. 

En general, las interacciones hidrofóbicas se asocian con una entalpía 
ligeramente positiva y una entropía muy positiva, indicando que estas 
interacciones están controladas por la entropía. Esta situación difiere de la 
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complejación con CDs, en la que es la entalpía la que controla el proceso 
(Brewster y Loftsson, 2007). 

De esta manera, mientras las moléculas de agua que se liberan de la cavidad 
están asociadas con una entalpía negativa, la contribución de energía libre de 
dichas moléculas a la formación del complejo es pequeña. Se ha observado que 
este complejo está regido por la entalpía y la entropía para diferentes moléculas 
huésped, con un aumento de entalpía y una disminución de la entropía (Szejtli, 
1982). Este efecto se denomina compensación de la entalpía/entropía. 

La energía del enlace covalente es 400 kJ/mol. La energía del enlace por 
puente de hidrógeno es 40 kJ/mol, mientras que la energía de enlace de las fuerzas 
de Van der Waals es 4 kJ/mol. En el caso de los complejos de inclusión, las 
moléculas que interaccionan pueden alcanzar una estabilidad que puede ser 
proporcional a la energía del enlace covalente debido a la disposición espacial que 
adoptan. La otra fuerza dominante que se encarga de estabilizar es la fuerza 
hidrofóbica. El rol de los puentes de hidrógeno no es imprescindible y queda 
demostrado porque también se forman complejos estables con moléculas como el 
benceno el cual no puede formar este tipo de enlaces de hidrógeno. 

1.6.1.2. Efecto de las propiedades de la molécula huésped 

La compatibilidad geométrica entre la cavidad hidrofóbica de la CD y la 
molécula a encapsular, la estructura, carga y polaridad del huésped, el efecto del 
medio de reacción y la temperatura son factores importantes en la formación del 
complejo de inclusión (Szejtli, 1998). 

La cavidad de β-CDs es la que tiene con mayor versatilidad para el 
atrapamiento molecular entre las CDs nativas, formando complejos de inclusión 
estables con mono y sesquiterpenos (Szente y Szejtli, 1988). 

La carga y polaridad de la molécula huésped juegan un  papel importante 
en las interacciones que se producen con la CD, sin embargo, tienen un papel 
menos decisivo que la estructura geométrica de la molécula. Algunas moléculas 
pueden ser complejadas por las CDs cuando son menos hidrofílicas o menos 
polares que el agua y existe una correlación positiva entre la estabilidad de los 
complejos de CDs y el carácter hidrofílico de las moléculas o ciertas partes de 
dichas moléculas. En el caso de la carga, la complejación de moléculas neutras es 
más sencilla que la de moléculas cargadas (Mercader-Ros y col., 2010). 
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El medio en el que se forma el complejo de inclusión es igualmente 
importante, ya que  influye en el proceso de equilibrio en ambas direcciones. La 
formación del complejo de inclusión, no necesita solventes extras, pero la 
presencia de, al menos, una pequeña cantidad de agua sí es necesaria para el 
proceso de inclusión (Szejtli, 1995). 

1.6.1.3. Propiedades del complejo de inclusión en disolución 

Cuando un compuesto, más o menos polar, o con pobre solubilidad acuosa 
reacciona con una disolución de CDs, se producen las siguientes situaciones (Liu 
y col., 1999): 

 La concentración de la molécula huésped disuelta aumenta 
significativamente y cuando se forman de manera simultánea 
complejos sólidos, la concentración de la CD disuelta disminuye. 

 Las propiedades del espectro de absorción o fluorescencia de la 
molécula huésped se modifican. 

 La reactividad de la molécula incluida se modifica, disminuyendo en 
la mayoría de los casos. 

 La molécula originalmente hidrofóbica, en los complejos de 
inclusión, se hace más hidrofílica. 

 
A comienzos del siglo XXI, algunos estudios arrojaron dudas sobre los 

mecanismos propuestos para explicar la formación de los complejos de inclusión. 
De hecho, los mecanismos y las fuerzas que actúan para lograr la complejación 
fueron y aún son, objeto de debate y controversia. El ejemplo más claro es el de 
las interacciones hidrofóbicas: su rol es controvertido debido a su definición. La 
hidrofobicidad es el resultado de la estructura que adoptan las moléculas de agua 
en un entorno de moléculas no polares, el cual favorece la agregación de 
moléculas no polares, esto minimiza la energía adicional que resultaría de la 
formación de una estructura protectora. Varios estudios han mostrado que es la 
parte hidrofóbica de la molécula huésped la que se incluye preferentemente en la 
cavidad de la CD y es orientada de tal manera que se maximiza el contacto entre 
esta parte hidrofóbica y la cavidad apolar de la CD. Por tanto, cuanto más 
hidrofóbica sea la molécula huésped, más estable será el complejo que se forme 
entre ellas. Rekharsky e Inoue en 1998 concluyeron que la hidrofobicidad y las 
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interacciones de Van der Waals predominaban en la formación de los complejos 
con respecto a los efectos estéricos y los puentes de hidrógeno. En base a cientos 
de publicaciones Fu, Liu y Guo en 2002 concluyeron que el agua que pudiera 
quedar en el interior de la cavidad no intervenía en el proceso de complejación, lo 
que cuestionaba alguna de las principales conclusiones propuestas por Szejtli en 
sus estudios, en los que afirmaba que la fuerza conductora de los complejos es la 
energía de estabilización del sistema a través del reemplazamiento de las 
moléculas de agua del interior de la cavidad por compuestos hidrofóbicos. Los 
complejos de inclusión se caracterizan por la estabilidad de sus interacciones, que 
es crucial en la eficacia que tienen las CDs en sus diferentes aplicaciones. Esto 
provoca que el proceso de formación de complejos de inclusión sea un aspecto 
muy estudiado, siendo cientos los trabajos que se pueden encontrar en la 
literatura científica respecto a la evaluación de las diferentes constantes obtenidas, 
así como la descripción de los principales conceptos asociados a esta formación.  

1.6.2. Ciclodextrinas y agregados. 

La manera más sencilla de fabricar complejos de inclusión es poner la 
molécula huésped en solución acuosa. Sin embargo, hay que tener en cuenta, que 
los complejos de inclusión que se forman de esta manera proporcionan una 
versión simplificada de un proceso que es mucho más complejo (Loftsson, 
Brewster y Másson, 2004; Messner y col., 2010; Kurkov y Loftsson, 2013). 

 Las CDs son capaces de formar complejos de inclusión con moléculas 
huésped así como complejos de no inclusión, hecho que fue descrito por Cramer 
en 1956. Los grupos hidroxilo presentes en la superficie externa de la CD pueden 
formar puentes de hidrógeno con otras moléculas. Otra posibilidad es la 
formación de agregados capaces de disolver moléculas lipofílicas insolubles en 
agua. En los últimos años, en la industria farmacéutica, se ha observado que otro 
tipo de complejos, como los de no inclusión, también participan  en la 
solubilización de determinados fármacos. La formación de estos agregados entre 
las moléculas de CDs y los fármacos puede aumentar su biodisponibilidad 
(Figura 1.7). Los agregados de CDs presentan la capacidad de formar complejos, 
nano-agregados y nanotubos con interacciones hospedador/huésped. Estas 
propiedades de las CDs están menos estudiadas y, en determinadas ocasiones, los 



 
 
 
 
 

INTRODUCCIÓN DE CICLODEXTRINAS  51 
 

resultados son controvertidos porque dependen, en gran medida, de la técnica 
empleada para su construcción. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

Figura 1.7. Autoensamblaje de las moléculas de CDs para dar lugar a  

la formación de agregados (Loftsson y Brewster, 2014). 
 
En solución acuosa, las CDs se pueden autoensamblar para dar lugar a la 

formación de agregados. La formación de dichos agregados es dependiente de la 
concentración. En el caso de las CDs nativas, el porcentaje de CDs que forman 
agregados es, en la mayoría de casos, inferior al 1%. Las CDs modificadas (con 
sustituyentes hidroxipropilo o sulfobutileter), tienen menor tendencia a la 
formación de estos agregados a bajas concentraciones. Es interesante resaltar que 
el porcentaje de CDs que forman agregados se incrementa al aumentar su 
concentración. La formación de complejos de inclusión puede aumentar de forma 
significativa la tendencia de formar agregados (Messner y col., 2010). 

El empleo de técnicas como dispersión de luz dinámica y microscopía de 
transmisión ha dado lugar a un mejor conocimiento del proceso de formación de 
agregados de CDs en disolución. Diferentes grupos de investigación, han 
demostrado que las CDs nativas forman agregados de diferentes formas, entre las 
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que se incluyen: partículas esféricas y alargadas así como fibras y varillas 
(González-Gaitano y col., 2002; Rossi y col., 2007). 

A pesar de toda la información obtenida a partir de los artículos publicados 
sobre agregados de CDs, el mecanismo de formación de dichos agregados así 
como el complejo de agregación no ha sido totalmente aclarado por la comunidad 
científica. 

1.6.3. Ciclodextrinas e industria farmacéutica. 

Una de las aplicaciones clásicas de las CDs es en la industria farmacéutica. 
Esta industria siempre necesita crear nuevas formulaciones, tanto para aumentar 
las propiedades de los principios activos como para reformular especialidades 
farmacológicas ya existentes y las CDs ofrecen importantes ventajas respecto a las 
formulaciones tradicionales. La complejación de fármacos puede estabilizarlos, 
mejorar su solubilidad, biodisponibilidad y disminuir sus efectos adversos. Las 
CDs actúan como un sistema de transporte, lo que las convierte en candidatas 
para usarlas en diversas aplicaciones gracias a la formación de complejos de 
inclusión (Uekama, Hrayama e Irie, 1998). Su bioadaptabilidad y 
multifuncionalidad les permite minimizar problemas de los fármacos 
relacionados con las diferentes formas farmacéuticas y vías de administración. 

En la Tabla 1.2  se observan diferentes formulaciones farmacéuticas que 
contienen distintos tipos de CDs, además de su uso terapéutico, formulación y 
marca comercial de los mismos. 
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Tabla 1.2. Especialidades farmacéuticas que contienen CDs. 

CDs/Principio activo Uso terapéutico Formulación Nombre comercial® 

-CDs Alprostadilo Disfunción Intramuscular Caverject Dual 

β-CDs Cetirizina Agente antibacteriano Cápsulas Cetrizin 

β-CDs Dexametasona Esteroide Pomada Glymesason 

β-CDs Nicotina Sustituyente Cápsulas Nicorette 
β-CDs Nimesulida AINE Cápsulas Nimedex 

β-CDs Piroxicam AINE Cápsulas Brexin 

HP-β-CDs Indometacina AINE Colirio Indocid 

HP-β-CDs Itraconazol Antifúngico Solución oral Sporanox 

HP-β-CDs Mitomicina Anticancerígeno Intravenoso MitoExtra 

SBE-β-CDs Aripiprazol Antipsicótico Intramuscular Abilify 
SBE-β-CDs Maropitant Antiemético Parenteral Cerenia 

SBE-β-CDs  voriconazol Antifúngico Intravenoso Vfend 

HP-γ-CDs Diclofenaco AINE Colirio Voltaren 

 
Además de los fármacos presentes en la Tabla, también se pueden citar 

otras formulaciones que contienen CDs como son: prednisolona con SBE-7-β-CDs 
para aumentar solubilidad y estabilidad (Rao, Haslam y Stella, 2001), 
sulfametazol con β-CDs y HP-β-CDs (Bodor, Drustrup y Wu, 2000), 
prostaglandina E1 con sulfobutil-eter-β-CDs (Uekama et al., 2001) o insulina con 
HP-β-CDs para aumentar la absorción (Zhang, Jiang y Yao, 2001). 

Diferentes estudios han demostrado que la administración por vía oral de 
especialidades farmacéuticas que contienen CDs no causa toxicidad debido a que 
no se absorben en el tracto gastrointestinal (Arima, Motoyama e Irie, 2011). Como 
se observa en la Tabla 1.2 -, β-, HP-β-, SBE-β-, γ- y HP-γ-CDs pueden 
encontrarse en distintas especialidades farmacéuticas. La administración vía 
parenteral de -, β-, o sus formas metiladas, puede ocasionar toxicidad renal, de 
tal manera que su uso se evita en estos casos. -CDs se emplean por vía 
parenteral pero a dosis muy bajas para evitar estos posibles efectos adversos 
(Kurkov y Loftsson, 2013). 

Aunque las CDs pueden encontrarse en, al menos, 40 especialidades 
farmacéuticas diferentes, aún son consideradas como excipientes relativamente 
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nuevos (Brandariz e Iglesias, 2013; Concheiro y Álvarez-Lorenzo, 2013; Zhang y 
Ma, 2013). Los excipientes son considerados como compuestos 
farmacológicamente inactivos, aunque desde el punto de vista regulatorio, son 
considerados como compuestos activos y se les presta mayor atención debido a su 
uso en humanos (Koo, 2011). A diferencia de los fármacos, los excipientes no 
tienen una regulación claramente definida y en muchos casos, la aceptación de su 
uso se debe, principalmente, a que ya han sido usados previamente en otras 
aplicaciones. Los excipientes que son reconocidos por las autoridades de aditivos 
alimentarios, son inmediatamente reconocidos como excipientes utilizables en 
aplicaciones farmacológicas.  

Recientemente, se ha observado que las CDs y sus complejos, se 
autoensamblan para formar nanopartículas, y bajo determinadas condiciones, 
estas nanopartículas pueden dar lugar a micropartículas. Estas propiedades han 
cambiado la manera de usar las CDs en la investigación farmacéutica y han dado 
lugar al desarrollo de nuevas formulaciones (Kurkov y Loftsson, 2013). 

Está descrito que las CDs pueden usarse en formulaciones con propiedades 
antifúngicas, donde actúan como sustancias auxiliares para modificar y mejorar 
las propiedades físico-químicas de los compuestos activos (solubilidad, 
estabilidad, etc).  

Los efectos biológicos de las CDs pueden dividirse en 2 grupos: por un lado, 
efectos basados en la capacidad de las CDs para formar complejos de inclusión 
con sustancias endógenas (lípidos de membrana, colesterol) y efectos basados  en 
la formación de complejos de inclusión con algunas partes de las células fúngicas 
y por otro lado, efectos que se basan en la naturaleza química de las CDs y sus 
derivados. Los avances en la investigación de la actividad biológica de las CDs, 
especialmente los que se centran en las propiedades responsables de su efecto 
sinérgico con compuestos antimicóticos, han sido discutidos por algunos autores 
(Macaev y col., 2013) y el número de publicaciones donde se usan las CDs en 
formulaciones antifúngicas continúa creciendo hoy en día. 
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1.6.4. Ciclodextrinas y nanotecnología. 

Las CDs y sus derivados han sido usadas con éxito para crear nuevos 
nanomateriales (Davis y Higson, 2011; Tejashri, Amrita y Darshana, 2013; 
Chilajwar y col., 2014). Estos materiales han encontrado aplicación en 
formulaciones en la industria farmacéutica, en particular en la liberación 
controlada de fármacos (Bilensoy y Hincal, 2009; Goyal, Johal y Rath, 2011). Hoy 
en día, la nanotecnología está en auge debido a su capacidad para combinar 
características que son difíciles de conseguir haciendo uso de medicamentos en su 
forma libre. Las nanoesponjas fabricadas a partir de CDs son un avance que 
indica la importancia que pueden tener en el futuro en los sistemas de liberación 
de los fármacos.  

Según Chilajwar y col. (2014) los análisis estadísticos muestran que un 40% 
de los fármacos comercializados actualmente y el 90% de fármacos en fase de 
desarrollo tienen problemas de solubilidad. Los sistemas de nanoesponjas 
emergen como un sistema innovador sobre las CDs convencionales ya que 
solucionan algunos de los problemas y desventajas de éstas. Estas nuevas 
estructuras pueden mejorar la biodisponibilidad de fármacos ya que modifican 
sus parámetros farmacocinéticos. Las nanoesponjas ofrecen alta carga de fármaco 
comparadas con otros carriers, solucionando problemas relacionados con la 
solubilidad, estabilidad y retraso en la liberación de los principios activos 
(Tejashri, Amrita y Darshana, 2013). Los métodos de preparación de estas 
nanoesponjas son bastante conocidos y pueden ser formuladas como formas 
farmacéuticas para vía oral, parenteral, tópica o inhalatoria. Sin embargo, se 
necesita más información para optimizar su actuación para propósitos 
terapéuticos. 

 1.6.5. Aplicaciones biomédicas. 

El campo de la biomedicina no escapa al interés por las CDs. Existen 
algunos ejemplos como es el caso del compuesto Bridion® que es una γ-CDs 
modificada usada para la relajación muscular, empleada desde 2008. Tras su 
administración vía intravenosa, neutraliza algunos agentes esteroideos mediante 
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la formación de complejos inactivos en el plasma, que posteriormente son 
eliminados por la orina (Rudzka-Nowak y Piechota, 2011). 

Otro ejemplo interesante está relacionado con la preparación de la vacuna 
Daptacel® (Sanofi Group), para la protección contra la difteria, tétanos y 
tosferina, en la que se forman complejos de inclusión con dimetil-β-CDs.  

También hay estudios recientes sobre las propiedades físico-químicas de 
anestésicos locales y sus complejos de inclusión en CDs (Brandariz e Iglesias, 
2013). Su capacidad para alcanzar y bloquear los canales de sodio y actuar como 
anestésicos depende de su estado de protonación. Diferentes estudios mostraron 
que el grado de complejación con CDs varía enormemente con el estado de 
protonación de las moléculas implicadas (Brandariz e Iglesias, 2013).  

Las CDs son consideradas como moléculas con unas propiedades muy 
interesantes para su uso en bio- y nanomedicina, como nanopartículas para 
liberación de fármacos, biosensores para diagnóstico molecular, terapia génica o 
ingeniería de tejidos. Esta tendencia se refleja en el elevado número de 
publicaciones relacionadas con este tema. Sin embargo, la mayoría de sistemas se 
encuentran en fase de desarrollo, ya que es difícil llevar a la práctica todas las 
investigaciones a nivel de laboratorio. 

El coste es otro factor limitante para el éxito de estos nuevos materiales 
basados en el uso de CDs. Otro gran problema asociado es la falta de estudios 
donde se evalúe la biocompatibilidad y la toxicidad de estos nanomateriales. A 
pesar de estos inconvenientes, Zhang y Ma en 2013 predijeron un gran 
crecimiento en el uso de las CDs en campos como la biomedicina.  

1.6.6. Ciclodextrinas e industria alimentaria. 

El uso de CDs en la industria alimentaria tiene interés para aplicaciones en 
el procesado de alimentos y como aditivos con diferentes objetivos: 

 Proteger componentes lipofílicos de alimentos  que son sensibles al 
oxígeno, luz o degradación inducida por temperatura. 

 Solubilizar colorantes alimentarios y vitaminas. 
 Estabilizar aromas, vitaminas y aceites esenciales. 
 Eliminar olores y sabores desagradables. 
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 Conseguir una liberación controlada de algunos componentes 
alimentarios.  

1.6.6.1. Encapsulación de aromas con CDs 

Los aromas tienen un papel esencial en la satisfacción del consumidor, lo 
que influirá en el consumo de determinados alimentos. El procesado y  
empaquetamiento puede dar lugar a modificaciones en el sabor mediante la 
reducción de la intensidad de los compuestos aromáticos o por la producción de 
compuestos que dan un sabor no deseado (Lubbers, Landy y Voilley, 1998). Para 
limitar la degradación o pérdida del aroma durante el almacenamiento o 
procesado, es importante encapsular los compuestos volátiles antes de que sean 
usados en alimentos y bebidas. La variedad de técnicas de encapsulación es 
grande, destacando como las más interesantes: secado por aspersión, liofilización, 
extrusión o coacervación.  

El proceso de formación de complejos entre la CD y el compuesto de interés 
ofrece un gran potencial para la protección de dicho volátil. La adición de β-CDs 
como agente estabilizante puede retener ciertos compuestos aromáticos en 
matrices alimentarias durante el procesado térmico (Jouquand, Ducruet y 
Giampaoli, 2004). La encapsulación a nivel molecular inhibe o excluye las 
interacciones moleculares entre los diferentes componentes de sistemas naturales 
o sintéticos como concentrados de aroma, aceites esenciales, oleorresinas, etc. 
(Szente y Szejtli, 2004).  

La utilización de CDs en la industria de aromas es muy importante, como se 
observa en la Tabla 1.3, en la que se muestran los diferentes tipos de CDs 
empleadas para encapsular compuestos aromáticos y sus respectivas aplicaciones 
en la industria alimentaria. 
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Tabla 1.3. Compuestos aromáticos encapsulados utilizando diferentes tipos de CDs. 

Tipos de 

CDs 

Aromas 

encapsulados 

Aplicaciones  

de las CDs 

Bibliografía 

β-CDs 

HP-β-CDs 

L-mentol, naringina,  

naranja 

Protección frente a la 

degradación 

Liu y col., 2000, 2013, 

Zhu y col., 2014 

β-CDs 

HP-β-CDs 

Aceite de canela, 

carvacrol, zumo de 

uva 

Actividad antioxidante 

y/o antimicrobiana 

Mascheroni y col., 

2013, Li y col., 2015, 

Wen y col., 2016 

 
β-CDs 

 
Aceites esenciales, D-

limoneno 

 
Retención y liberación 

controlada 

Yuliani y col., 2006, 
Hadaruga y col., 

2008, Kfoury y col., 

2015 

-CDs 

 β-CDs 

γ-CDs 

Leche de cabra, 

ginseng, naringina, 

cafeína 

Eliminación de olores 

desagradables 

Tamamoto y col., 

2010, Young y col., 

2012 

 

HP-β-CDs 

 

Vanillina, naringina 

 

Mejora de la 

solubilidad 

Karathanos y col., 

2007, Mantegna y 

col., 2012 

 

β-CDs 

 γ-CDs 

Vanillina, aromas de 

café, especias, timol y 

cinamaldehído 

 

Estabilización 

Singh y col., 2002, 

Kayaci y Uyar 2012, 

Cevallos y col., 2010, 

Kfoury y col., 2015 

    

Existe una gran variedad de productos de la industria alimentaria en los 
que las CDs se han implementado con éxito (Figura 1.8). Algunos de los más 
interesantes son: Cyroma® es un azúcar aromatizado producido en Hungría en el 
que las CDs tienen un papel destacado  en la preservación del aroma durante el 
cocinado. Flavono® es un chicle producido en Japón con CDs para estabilizar el 
aroma. Gymet® es un tipo de fibra que se añade a las bebidas en Japón. Las CDs 
también se han empleado para enmascarar olores desagradables. CAVAMAX® 
W8 Curcumina es un producto producido por Wacher Chemie (Alemania), es un 
suplemento alimentario que contiene curcumina y γ-CDs (Szejtli y Szente, 2005; 
Das y col., 2013; Dordevic y col., 2015). Vivid® se emplea en diferentes productos 
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de panadería. Con una pequeña cantidad de este polvo aromatizado, se consigue 
una gran aromatización en el producto final. Además, presenta una elevada 
resistencia a altas temperaturas. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.8. Componentes alimentarios que contienen CDs en su formulación. 

1.6.6.2. Protección frente a degradación, luz y temperatura 

La formación de complejos de inclusión con CDs puede proteger algunos 
componentes lipofílicos presentes en los alimentos que son sensibles al oxígeno, 
temperatura o degradación por luz. 

En la producción de zumos, la homogenización de los tejidos vegetales da 
lugar, a veces, a la aparición de compuestos coloreados que provocan el 
pardeamiento. Peroxidasa (POD) y polifenol oxidasa (PPO), son las principales 
enzimas que participan en este proceso de pardeamiento transformando los 
compuestos fenólicos en compuestos coloreados. Con el objetivo de evitar este 
efecto, frutas y verduras pueden ser tratadas con CDs, las cuales pueden 
encapsular los sustratos de PPO y POD (Del Valle, 2004). Está demostrado que las 
CDs son capaces de proteger los compuestos fenólicos de la oxidación enzimática 
mediante la formación de complejos de inclusión (Irvin y col., 1994). 

Recientemente, diversos estudios sobre manzana (López-Nicolás y col., 
2007), melocotón (López-Nicolás y col., 2007a), pera (López-Nicolás y García-
Carmona, 2007), plátano (López-Nicolás y col., 2007b)  evaluaron la presencia de 
diferentes tipos de CDs nativas (-, β- y γ-CDs) y modificadas (maltosil-β-CDs) 
en la elaboración de zumos. La efectividad de estos compuestos como agentes 
antipardeamiento se determinó con el estudio de los parámetros de color 
CIELAB. Además, para clarificar el mecanismo por el cual las CDs inhibían el 

Cavamax W8 
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pardeamiento enzimático, los procesos fueron modelados cinéticamente en 
presencia y ausencia de CDs usando métodos colorimétricos.  

En el caso del zumo de manzana y de pera se observó que maltosil-β-CDs 
podían aumentar la capacidad del ácido ascórbico de prevenir pardeamiento 
enzimático debido al efecto protector de estas CDs. Se puede concluir que 
maltosil-β-CDs actúan como antioxidantes secundarios, reduciendo el 
pardeamiento de ambos tipos de zumo y favoreciendo la capacidad antioxidante 
natural de los alimentos.  

En el caso de zumo de melocotón, los resultados mostraron que la constante 
de afinidad más alta se obtuvo con -CDs seguida de maltosil-β-CDs. Con β-CDs, 
no se pudo inhibir el pardeamiento. 

En el caso del zumo de plátano, se observó que la presencia de fenoles 
hidrofóbicos e hidrofílicos, significó que las CDs pasaron a ser un agente 
favorecedor del pardeamiento, dando lugar a cambios de color que no se habían 
observado en otros casos (Sojo y col., 1999). Además, se calculó la constante 
aparente de complejación entre los inhibidores naturales de PPO en el zumo de 
plátano y maltosil-β-CDs (Kci=27±0.2 mM-1). El conocimiento de esta constante es 
de gran importancia para potenciales usos de estos moduladores de color en 
alimentos. Aunque el pardeamiento de alimentos está asociado a pérdidas de 
valor nutricional y calidad sensorial, hay un pequeño grupo de alimentos en los 
que el oscurecimiento es deseable. 

Los compuestos aromáticos pueden ser sensibles a algunos tipos de 
radiación, por ejemplo, el citral, se cicla bajo radiación UV, sufriendo como otros 
monoterpenos cíclicos, alteraciones en el sabor. Este tipo de alteraciones se 
pueden prevenir mediante la complejación con β-CDs y este efecto protector se 
potencia en materiales en estado sólido frente a soluciones líquidas, dónde una 
proporción de la molécula huésped es liberada del interior del complejo para que 
se cumpla el equilibrio (Szejtli, 1979). 

Aromas de café sintético y natural también se han estabilizado con el uso de 
β-CDs. En el caso del té, estudios comparativos de estabilidad y análisis sensorial 
demostraron que el uso de β-CDs atrapaba compuestos volátiles responsables de 
la aromatización (jazmín, menta o canela) dando lugar a productos con una mejor 
estabilidad, almacenaje y valor sensorial (Szejtli, Szektli y Szente, 1978). 
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1.6.6.3. Eliminación de aromas y sabores desagradables. 

El sabor amargo es la principal razón para el rechazo de productos 
alimentarios, aunque existen excepciones: en algunos alimentos y bebidas como 
café, cerveza o vino, en los que un cierto grado de amargor se considera 
adecuado. El amargor, sin embargo, se ha demostrado como una clara limitación 
para aceptar, por parte de los consumidores, zumos de frutas convencionales. Los 
principales responsables de este sabor son dos clases de compuestos químicos: 
flavonoides (naringina) y limonoides (limonina). Los zumos de cítricos naturales 
no son amargos pero acaban adquiriendo amargor con el almacenamiento, 
dependiendo del pH y de la temperatura. Se necesita un proceso capaz de 
eliminar los componentes que dan el sabor amargo a estos zumos para que 
mantengan el sabor y valor nutricional esperado. 

Las CDs se pueden emplear para enmascarar olores o sabores no deseados, 
ya que forman complejos de inclusión con los compuestos responsables, 
desodorizando el producto final. Por ejemplo, se usan en la desodorización de la 
leche de soja y también para eliminar el olor a pescado (Sakakibara y col., 1985). 

Cuando el arroz se almacena durante mucho tiempo adquiere un olor 
desagradable, que puede ser eliminado si es cocinado en presencia de β-CDs 
(0.01-0.4%) (Takeda Chem. Ind. Ltd., 1981), o maltosil-β-CDs (Kuwabara y col., 
1988).  

El hidrolizado de caseína de leche es una fuente de proteína adecuada pero 
su sabor amargo es un problema. Este sabor puede eliminarse añadiendo un 10% 
de β-CDs al hidrolizado proteico (Suzuki, 1975). 

Con el objetivo de ensalzar la capacidad de enmascaramiento de las CDs y 
ampliar su campo de aplicación, Binello y col. en 2004, prepararon una serie de 
derivados macromoleculares, en los que β- y γ-CDs fueron unidas 
covalentemente a carboximetil-chitosan y carboximetil-celulosa. Los resultados 
fueron satisfactorios con limonina, naringina y cafeína. Sin embargo, la 
introducción de estos polímeros como aditivos alimentarios está sujeta a 
restricciones. Binello y col., en 2008 pensaron que la solución a este problema 
podría ser el uso de polímeros. Para ello, sintetizaron una serie de polímeros, 
entrecruzando β-CDs con carbonato de difenilo, epiclorohidrina o diisocianato de 
hexametileno. Estos polímeros fueron testados como agentes secuestrantes de 
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naringina y los termogramas de calorimetría diferencial de barrido (DSC) 
demostraron su habilidad en la formación de complejos de inclusión. 

La complejación de CDs con edulcorantes como aspartamo, estabiliza y 
mejora el sabor. También elimina el sabor amargo de otros edulcorantes como 
esteviósido, glicirricina o rubusósido. Además de todo ello, el uso de CDs para 
aumentar el sabor de bebidas alcohólicas como whiskey o cerveza ha sido 
apuntado por Singh, Sharma y Banerjee en 2002. 

1.6.6.4. Atrapamiento de colesterol. 

β-CDs son usadas para eliminar, de manera efectiva, el colesterol de origen 
animal en determinados productos, con el objetivo de mejorar sus características 
nutricionales. Entre los productos estudiados se encuentra: leche (Kwak y col., 
2004), donde se consiguió una eliminación del 41% de colesterol y mayonesa con 
una eficacia cercana al 100% (Jung y col., 2008). Mantequilla (Jung y col., 2005; 
Kim y col., 2006) y manteca de cerdo (Kim, Kim y Kwak, 2007) mostraron un 
rango de eliminación de colesterol de 93% con un 5% de β-CDs, también en queso 
(Bae, Kim y Kwak, 2008), yema de huevo (Awad, Bennink y Smith, 1997) y nata 
(Shim, Ahn y Kwak, 2003) las CDs han eliminado el colesterol. 

1.6.6.5. Preservación de alimentos. 

Otra aplicación de las CDs en alimentación es la que implica su uso en 
materiales de envasado. Las CDs proporcionan principalmente dos ventajas 
(Wood, 2001): 

 Mejora de las propiedades de barrera del material de envasado. 
 Mejoran de las propiedades sensoriales del alimento. 

 
Hay diferentes complejos con CDs que se utilizan en alimentos como 

antisépticos o agentes conservantes. Yodo-β-CDs (0.1%) inhibe la putrefacción 
duranre dos meses a 20 ˚C en pasta de pescado o en productos de marisco 
congelados (Hara y Hashimoto, 2002). Algunos compuestos volátiles naturales 
como el hexanal, tienen capacidad antifúngica pero limitada en post-cosecha 
debido a su volatilidad. El hexanal ha sido complejado con β-CDs para estudiar 
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su capacidad antifúngica in vitro frente a los patógenos Colletotrichum 
acutatum, Alternaria alternata y Botrytis cinerea (Almenar y col., 2007). 

La complejación usando β-CDs también ha sido efectiva para la liberación 
controlada de -tocoferol en envases activos (Siro y col., 2006).  

Por otra parte, se ha estudiado el efecto que tiene la humedad relativa de los 
envases de verduras y frutas recién cortadas en el deterioro de dichos alimentos. 
El uso de CDs podría ser una ventaja para liberar compuestos antioxidantes y 
antimicrobianos de tipo hidrofóbico. Con altos niveles de humedad relativa, las 
interacciones CDs/molécula huésped se debilitan, de tal forma que los 
compuestos antimicrobianos o antioxidantes se liberan y protegen al producto 
frente al crecimiento microbiano (Ayala-Zavala y col., 2008). 

En los últimos años, la industria de alimentos funcionales ha dirigido su 
investigación al desarrollo de compuestos con alto valor añadido para su uso en 
la fortificación de productos tradicionales. Unos de los alimentos funcionales más 
prometedores son aquellos enriquecidos con compuestos antioxidantes de 
naturaleza lipofílica. A pesar de las numerosas ventajas de estos compuestos 
antioxidantes, también presentan algunos inconvenientes que dificultan su uso en 
alimentos funcionales. Estos problemas pueden solucionarse usando CDs como 
agentes encapsulantes.  

López-Nicolás, Rodríguez-Bonilla y García-Carmona publicaron en 2014 
una revisión sobre estudios acerca de los complejos formados entre varios 
compuestos antioxidantes y diferentes tipos de CDs, centrando la atención en los 
datos contradictorios publicados sobre la capacidad antioxidante del complejo 
hospedador/huésped, las diferentes constantes de complejación para idénticos 
complejos, la biodisponibilidad de los compuestos antioxidantes en presencia de 
CDs y las recomendaciones acerca del uso de CDs nativas o modificadas. Los 
autores concluyeron que las CDs actuan como antioxidantes secundarios, 
mejorando la capacidad de los antioxidantes tradicionales para evitar el 
pardeamiento enzimático en diferentes alimentos.  
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1.6.7. Ciclodextrinas y cromatografía. 

A pesar de que se han publicado, desde los años 80, una gran cantidad de 
artículos relacionados con CDs y cromatografía, este es un sector que continua 
atrayendo el interés de la comunidad científica (Vetter y Bester, 2006; Xiao y col., 
2012; West, 2014). La cromatografía de gases es una de las técnicas de 
cromatografía más habituales y los primeros estudios del uso de CDs en este tipo 
de cromatografía datan de los años 60 del siglo pasado (Sand y Schlenk, 1961). Las 
CDs son inmovilizadas en forma de fina película sobre la pared del capilar. 

Además de la cromatografía de gases, las CDs también se emplean en 
cromatografía de fluidos supercríticos. La principal ventaja de esta técnica 
respecto a otras técnicas cromatográficas es que se pueden separar compuestos 
termolábiles o que no sean volátiles. El dióxido de carbono es el compuesto más 
adecuado para utilizar como fase móvil en estas separaciones ya que debido a su 
pequeño tamaño puede ser desplazado rápidamente del interior de la cavidad de 
la CD. La aplicación más importante es en las separaciones quirales 
(Schneiderman y Stalcup, 2000). 

La adición de CDs a la fase móvil empleada en cromatografía líquida, 
provoca el fraccionamiento del soluto entre la fase estacionaria y los complejos de 
inclusión que se forman en la fase móvil. La eficiencia de separación, así como la 
resolución de estos sistemas, depende del tipo y concentración de CDs utilizadas, 
el tipo de fase móvil, la temperatura y el tipo de fase estacionaria (Schneiderman 
y Stalcup, 2000). 

El número de publicaciones continúa en aumento, no sólo en cromatografía 
líquida de alta resolución sino también en cromatografía capilar, cromatografía de 
gases y cromatografía de fluidos supercríticos. Xiao y col. en 2012 concluyeron 
que el empleo de CDs en cromatografía de fluidos supercríticos va a jugar un 
papel muy importante en el futuro de la industria farmacéutica.  

1.6.8. Ciclodextrinas, fragancias e industria cosmética. 

La industria de fragancias es un sector innovador dentro de la industria 
química (Cabral-Marques, 2010). Las fragancias químicas son añadidas a 
productos de higiene personal, perfumes, desodorantes, detergentes, etc. La 



 
 
 
 
 

INTRODUCCIÓN DE CICLODEXTRINAS  65 
 

aplicación de técnicas de encapsulación usando CDs está aumentando en este tipo 
de industria con el fin de mejorar la eficiencia en la aromatización de estas 
fragancias.  

La encapsulación de fragancias en CDs es un proceso sencillo que ayuda a 
protegerlas, asegura una liberación controlada de las mismas, reduce su 
volatilidad y aumenta su solubilidad acuosa. Gracias a todas estas propiedades, 
las CDs son moléculas comúnmente usadas en la encapsulación de fragancias.  

Por lo que respecta a fragancias, la concentración de las mismas disminuye 
rápidamente durante el almacenamiento debido a su volatilidad y baja 
estabilidad. En preparaciones cosméticas, las CDs se emplean con los siguientes 
propósitos (Numanoglu y col., 2007): 

 
 Aumentar la solubilidad en agua de compuestos lipofílicos. 
 Incrementar la estabilidad física y química de la molécula huésped 

frente a la degradación. 
 Proporcionar una liberación controlada de fragancias. 
 Minimizar la irritación de la piel. 
 Evitar interacciones entre diferentes componentes presentes en la 

formulación.  
 Aumentar o disminuir la absorción de diferentes componentes en 

la piel.  
 Estabilizar emulsiones y suspensiones.  
 Reducir o eliminar olores indeseados. 

 
Una gran cantidad de componentes cosméticos son prácticamente 

insolubles en agua pero son capaces de formar complejos de inclusión con CDs. 
En productos de higiene personal, triclosán actúa como un antiséptico tópico y 
desinfectante, siendo casi insoluble en agua, ligeramente soluble en disolución 
alcalina y bastante soluble en disolventes orgánicos. Las CDs ayudan a mejorar la 
solubilidad de este compuesto. Las CDs también se emplean en desodorantes de 
barra para atrapar los compuestos responsables del mal olor (Buschmann y 
Schollmeyer, 2002).  

Otras aplicaciones de las CDs en la industria cosmética son: colirios, 
formulaciones para la estabilización de aromas y fragancias o para la eliminación 
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de sabores indeseados (Venturini y col., 2008). Además, el uso de CDs como 
moléculas formadoras de complejos de inclusión también es prometedor para 
otras aplicaciones, especialmente en industrias emergentes como el caso de la 
aromaterapia y la industria textil.  

1.6.9. Ciclodextrinas e industria textil. 

Muchas investigaciones así como los resultados prácticos de las mismas, 
señalan que las CDs podrían actuar como compuestos activos en textiles 
(Andreaus y col., 2010; Bhaskara-Amrit, Agrawal y Warmoeskerken, 2011; 
Voncina y Vivod, 2013). La industria química de acabado es muy importante para 
darle a los textiles nuevas funcionalidades y convertirlos en más apropiados para 
aplicaciones sociales como resistencia antimicrobiana, retardo al fuego, etc.  

β-CDs pueden incorporarse a los tejidos mediante sprayado, impresión, 
recubrimiento en superficie, impregnación, etc. (Voncina y Le Marechal, 2005). 
Algunos ejemplos de las diferentes técnicas de fijación de β-CDs y sus 
correspondientes modificadas se resumen en la Tabla 1.4.  
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Tabla 1.4. Diferentes técnicas de fijación de β-CDs a textiles. 

Técnica Material CDs Bibliografía 

 

Entrecruzamiento 

Algodón, lana,  

poliéster, poliamida 

β-CDs Voncina, Vivod  

y Chen, 2009 

Celulosa β-CDs Szejtli, 2003 

Algodón β-CDs Wang y Chen, 2004 

 

 

Injerto 

Algodón MCT-β-CDs Hebeish,  El Shafei, 

 y Shaarawy, 2009 

Poliamida MCT-β-CDs β-CDs  
Gawish y col., 2006 Polipropileno β-CDs 

Algodón NMA-β-CDs Nostro y col., 2003 

Fijación reactiva Algodón MCT-β-CDs Ibrahim, E-Zairy y  
Eid, 2010 

Método de 
tintado de 

dispersos 

Poliamida,  
poliester 

β-CDs modificadas 
no iónicas 

Denter y  
Schollmeyer, 1996 

Método de 

tintado de 

básicos 

 

Poliacrilonitrilo 

 

β-CDs 

Denter y  

Schollmeyer, 1996 

Electrospinning Polimetil metacrilato β-CDs Uyar y col., 2009 

Acoplamiento 

enzimático 

 

Algodón 

 

Tyr-β-CDs 

Agrawal, Ali  

y Warmoeskerken, 

2010 

Extrusión 

polimérica 

Polietileno,  

poliamida 

β-CDs Huang y col., 2001 

 
Las CDs también se consideran como compuestos prometedores en la 

industria de acabado textil por su  uso en productos de aplicación en el campo de 
la salud (Voncina y Vivod, 2013). 
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1.6.10. Estructuras supramoleculares. 

Aunque existe una investigación exhaustiva sobre arquitectura 
supramolecular usando CDs, es necesario precisar la caracterización físico-
química de dichas estructuras (Wenz, Han y Muller, 2006; Hapiot, Tilloy y 
Monflier, 2009; Wenz, 2009). De hecho, el entendimiento y el diseño de sistemas 
supramoleculares requiere una caracterización detallada con respecto a la 
estequiometría, afinidad, estructura, heterogeneidad y dinámica supramolecular. 
Recientemente, se ha estudiado la dinámica de diferentes sistemas 
supramoleculares mediante espectroscopia de fluorescencia (Dodziuk, 2006; 
Bilensoy, 2011). Entre las diversas técnicas usadas, la espectroscopia de 
fluorescencia es quizás la más prometedora debido a su alta sensibilidad y 
selectividad, aunque muchos sistemas supramoleculares no son fluorescentes. Un 
análisis más detallado acerca del desarrollo de sistemas supramoleculares 
basados en CDs ha sido llevado a cabo con más profundidad por Schmidt y col. 
en 2014. 

El auge de la química supramolecular ha tenido un impacto importante en 
la síntesis de arquitecturas macromoleculares con una amplia variedad de 
aplicaciones como pueden ser autocuración o respuesta a estímulos. En particular, 
las CDs tienen la capacidad de actuar como hospedadores en complejos de 
inclusión supramoleculares con compuestos hidrofóbicos. 

En los últimos años se han desarrollado una amplia variedad de estructuras 
supramoleculares con CDs (Figura 1.9). 
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Figura 1.9. Diferentes arquitecturas macromoleculares con CDs (Smichdt y col., 2014). 

 

Las estructuras poliméricas están dominadas por estructuras ramificadas y de 
tipo gel. Además, los polímeros en forma de estrella también tienen un papel 
destacado en la investigación. Aparte de los copolimeros en forma de bloque, 
estructuras en forma de cepillo y polímeros en forma de estrella o ramificados, 
existen otras estructuras que se encuentran en su fase inicial de desarrollo, como 
son los polímeros cíclicos supramoleculares o los conjugados proteína-polímero 
supramoleculares. 
 Aunque las CDs presentan varios grupos funcionales, la reactividad de los 
hidroxilos primario en C-6 y secundarios en C-2 y C-3, difieren de manera 
notable. Esto proporciona una adecuada oportunidad para limitar la reactividad 
de algunos hidroxilos en reacciones específicas (Khan y col., 1998). Sin embargo, 
hay al menos 6 hidroxilos diferentes en cada CD. El intermediario más utilizado 
es mono-tosilato en C-6, el cual puede transformarse en piridina en todas las CDs 
nativas (Tang y Ng, 2008). Este tosilato se transforma en diferentes estructuras 
como azida (Hamasaki y col., 1993), tiol (Kuzuya y col., 2009) o amina mediante 
sustitución nucleofílica con diamina (Bonomo y col., 1993). También es posible la 
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esterificación de los grupos hidroxilo, sin embargo, es más complicado debido a 
que la selectividad es generalmente baja. De todas maneras, las estructuras que se 
obtienen con estas sustituciones tienen que ser purificadas posteriormente.  

1.6.11. Ciclodextrinas y tensoactivos. 

Los tensoactivos son unas moléculas huésped de especial interés debido al 
balance de diferentes fuerzas intermoleculares: el efecto hidrofóbico el cual tiende 
a proteger las colas del medio acuoso, la necesidad de la deshidratación de 
cabezas y colas durante la formación del complejo, así como efectos debidos a los 
impedimentos estéricos. Los tensoactivos también permiten desarrollar estudios 
sistemáticos en los procesos de unión, mediante el cambio de la estructura del 
tensoactivo y por tanto se consigue un balance necesario entre los efectos 
hidrofóbicos e hidrofílicos. Esto da lugar a cambios en las propiedades físico-
químicas de los tensoactivos, como por ejemplo, la concentración micelar crítica, 
que es muy importante en las formulaciones comerciales (Utsuki y col., 1996) de 
detergentes y productos de limpieza así como en cosmética y productos de 
higiene personal (Myers, 2006). 

Los tensoactivos basados en hidratos de carbono son, hoy en día, un tipo de 
compuestos anfifílicos muy importantes. El creciente interés en estos compuestos 
se debe, entre otros, a su preparación a partir de materiales renovables, su rápida 
biodegradabilidad y biocompatibilidad, así como otras razones más básicas pero 
igual de importantes como medioambientales, económicas y prácticas (Dodziuk, 
2006). Cuando estos tensoactivos, a base de carbohidratos, son complejados en el 
interior de las CDs, aumentan considerablemente su rendimiento y rango 
potencial de aplicaciones. El uso de estos nuevos sistemas también se convertirá 
en una tecnología prometedora tal y como confirman diversos autores (Dodziuk, 
2006; Villalonga, Cao y Fragoso, 2007; Li, Zhao y Li, 2011). 
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1.6.12. Ciclodextrinas y membranas. 

La tecnología de membranas se ha extendido a diferentes campos en los 
últimos años, incluyendo separación, purificación y enriquecimiento de 
fracciones. Esto se debe a la capacidad de las membranas para trabajar en 
procesos continuos y además son modulares, eficientes energéticamente hablando 
y respetuosas con el medio ambiente. Se considera que la incorporación de sitios 
de complejación en membranas facilita el transporte de ciertas sustancias 
comparadas con las membranas convencionales. La presencia de CDs 
inmovilizadas en membranas puede afectar al transporte molecular a su través en 
membranas de soporte líquido o densas y porosas (Kozlowski y Sliwa, 2008). Esta 
tecnología de membranas está abriendo nuevas perspectivas en diferentes 
procesos de separación (Bilensoy, 2011). 

Las membranas que contienen CDs en su estructura son utilizadas en una 
gran variedad de separaciones (Lamers, 2007). Es importante resaltar que la 
separación de metales con el uso de membranas con el objetivo de su eliminación 
y posterior recuperación es, hoy en día, un reto muy importante desde el punto 
de vista económico y de protección del medio ambiente (Resina y col., 2006). 
Entre los polímeros de CDs, aquellos que pueden atrapar iones metálicos merecen 
especial atención (Choi y Geckeler, 2007). 

1.6.13. Ciclodextrinas y descontaminación. 

Se ha descrito recientemente el uso de polímeros de CDs como matrices 
poliméricas para la eliminación de contaminantes mediante procesos de absorción 
(Morin-Crini y Crini, 2013). En la mayoría de casos, estos polímeros se usan en la 
descontaminación de aguas residuales (Figura 1.10).  
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Figura 1.10. Estructura esquemática de polímeros con CDs obtenidos mediante  

reticulación o polimerización (a), injerto (b) o mediante reacciones de recubrimiento (c). 

 
Desde el año 2000 hasta la actualidad, numerosos investigadores han 

estudiado el uso de CDs en la formación de polímeros con aplicaciones 
relacionadas con el medioambiente (Semeraro y col., 2015). El estudio de estos 
materiales, especialmente mediante resonancia magnética nuclear, ha arrojado luz 
sobre su comportamiento (Crini y Morcellet, 2002; Bilensoy, 2011). Actualmente, 
se trabaja en el uso de nanopartículas hechas con CDs para aplicaciones 
medioambientales (Bilensoy, 2011). De hecho, las nanoesponjas no solo se han 
investigado para su uso en la industria farmacéutica sino también para 
purificación y tratamiento de aguas residuales. Las moléculas de CDs son usadas 
como aditivos para aumentar la eficiencia y reducir el tiempo de tratamiento 
comparado con el uso de agua sola o tensoactivos convencionales (Atteia, Estrada 
y Bertin, 2013). La síntesis y modificación de materiales preparados a partir de 
chitosan magnético conteniendo CDs se ha revisado con detalle en la literatura 
para algunas aplicaciones como separaciones analíticas (Tong y Chen, 2013). 
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CAPÍTULO II. OBJETIVOS 

El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral es estudiar aplicaciones 
de las CDs en diferentes sectores industriales. Para la consecución de este objetivo 
general, se plantean los siguientes objetivos parciales: 

 
1. En biotecnología enzimática: estudiar el efecto de la presencia de CDs en 
la actividad enzimática de POD ligada y soluble de lombarda y col blanca. 
Determinar las condiciones del medio de reacción estándar para las cuatro 
enzimas estudiadas. 
 

2. En industria alimentaria: estudiar el efecto de la presencia de CDs en la 
estabilidad del aroma de fresa microencapsulado utilizando diferentes 
agentes encapsulantes y técnicas de encapsulación. 
 
3. En descontaminación de aguas residuales: estudiar la aplicación de 
polímeros de CDs en la eliminación del colorante Rubí Directo de aguas 
contaminadas tras el teñido de textiles.  
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CAPÍTULO III. USO DE CICLODEXTRINAS EN BIOTECNOLOGÍA 
ENZIMÁTICA 

3.1 INTRODUCCIÓN 

3.1.1. Taxonomía, descripción botánica y distribución mundial del género 
Brassica. 

La familia de las brasicáceas está compuesta por 350 géneros y 3.500 
especies (Sasaki y Takahashi, 2002). Uno de los géneros más importantes desde el 
punto de vista nutricional y económico es Brassica oleracea. La selección 
horticultural ha favorecido la aparición de diversas variedades de Brassica 
oleracea, todas ellas usadas en alimentación y consumidas en todo el mundo (Font 
y col., 2005; Sardi y Tordai, 2005; Ferreres y col., 2007). 

 
Las variedades más importantes son: 
• Brassica oleracea var. acephala: berza. 
• Brassica oleracea var. botrytis: coliflor. 
• Brassica oleracea var. capitata: lombarda, col. 
• Brassica oleracea var. gemmifera: col de Bruselas. 
• Brassica oleracea var. itálica: brécol. 
• Brassica oleracea var. chinensis: col china. 
 

        Figura 3.1. Lombarda  

          y col blanca. 

 
Aunque las distintas variedades de brasicáceas presentan distintas 

temperaturas óptimas para su cultivo, generalmente son cultivadas a unas 
temperaturas que oscilan en torno a los 14 y 21 ˚C, siendo el mínimo de 
temperatura de 4 ˚C y el máximo de 30 ˚C, dependiendo de la variedad (Wurr, 
Fellows y Phelps, 1996). Esto permite que sean cultivadas tanto en lugares fríos 
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como en zonas tropicales y subtropicales. Prefieren suelos profundos, bien 
drenados, fértiles, arenosos o limosos con un pH próximo a la neutralidad. El pH 
óptimo es 6.5 para suelos minerales y 5.8 para suelos orgánicos (Dixon, 2007). 

Brassica oleracea es originaria de la región mediterránea y del sureste de 
Europa, la variedad capitata se adapta mejor a los ambientes húmedos que a las 
zonas más secas. Su temporada de recolección es de septiembre hasta mayo.  

Existen evidencias que demuestran que Brassica se encuentra entre las 
especies más antiguas de plantas cultivadas a lo largo de la historia del hombre 
(Snowdon, Lühs y Friedt, 2007). Hoy en día, la producción que se lleva a cabo en 
Europa oscila en torno a los 70 millones de toneladas por año, con una media de 
consumo por persona de 3-5 kg por año (Naska y col., 2005), aunque en el 
noroeste de Europa el consumo alcanza los 20 kg por año. En España se producen 
55.000 toneladas de brasicáceas al año, siendo las Comunidades Autónomas de 
mayor producción Andalucía, Extremadura y Comunidad Valenciana. 

3.1.2. Valor nutricional del género Brassica y su relación con la salud. 

El género Brassica contiene una amplia variedad de nutrientes y sustancias 
fitoquímicas beneficiosas para la salud, como son compuestos fenólicos, 
vitaminas (Dekker, Verkerk y Jongen, 2000), ácido fítico, fibra, azúcares solubles 
(Pedroche y col., 2004), glucosinolatos (Fowke y col. 2003), minerales, polifenoles 
(Heimler y col., 2005) y carotenoides. 

La producción de metabolitos secundarios por parte de las plantas 
proporciona una serie de ventajas en cuanto a la defensa frente a estrés abiótico, 
patógenos, parásitos y herbívoros (Dong y Kahmann, 2009; Rasmann y Agrawal, 
2009). Los principales metabolitos secundarios que encontramos en el género 
Brassica son: glucosinolatos, carotenoides y tocoferoles, polifenoles y ceras. Todos 
ellos relacionados con efectos beneficiosos para la salud humana (Björkman y col., 
2011). 

Los glucosinolatos, son un tipo de metabolitos secundarios que han sido 
ampliamente estudiados en brasicáceas. Tras daño mecánico, infección, o ataque 
por parte de insectos, se produce la liberación de los glucosinolatos almacenados, 
que son degradados por enzimas denominadas mirosinasas o tioglucosidasas y 



 
 
 
 
 

CDS Y BIOTECNOLOGÍA ENZIMÁTICA  81 
 

proteínas específicas que actúan como cofactores de la reacción, como es el caso 
de las nitrilo-proteínas (Ahuja, Rohloff y Bones, 2010).  

Como consecuencia de esta reacción se producen una amplia gama de 
compuestos como isotiocianatos, nitrilos y tiocianato (Rask y col., 2000), como se 
observa en la Figura 3.2. Diversos estudios epidemiológicos han puesto de 
manifiesto que el consumo de vegetales con estos glucosinolatos está asociado 
con una reducción de la incidencia de algunos tipos de cáncer (Steinbrecher y 
Linseisen, 2009; Traka y Mithen, 2009; Verkerk y col., 2009). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3.2. Estructura y degradación de los glucosinolatos. 

Los glucosinolatos y los isotiocianatos derivados de los primeros juegan un 
papel muy importante en diversos sectores como es el caso de la alimentación, 
farmacia o medicina (Deng y col., 2015). En el sector de la alimentación, los 
glucosinolatos han demostrado tener una alta eficacia antimicrobiana 
(Sultanbawa, 2011). Por ejemplo, alil-isotiocianatos presentan alta inhibición en el 
crecimiento de la microflora en tofu (Shin y col., 2010) y buena eficacia frente al 
crecimiento de E.coli O157:H7 en  carne fresca (Nadarajah, Dan y Holley, 2005a). 
También se ha descrito en la literatura un efecto inhibitorio cercano al 10-20% en 
la microbiota natural presente en carne (Nadarajah, Dan y Holley, 2005b). 

En la industria farmacéutica, en las últimas dos décadas, diferentes tipos de 
medicamentos contienen glucosinolatos como compuestos bioactivos (extractos 
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de brócoli son ricos en sulforafano y otros compuestos fitoquímicos) (Velasco, 
Francisco y Cartea, 2011). Se han desarrollado métodos para la extracción de 
aceite de plantas que presentan glucosinolatos con el objetivo de obtener 
productos que contengan estos compuestos. Estos métodos pueden aplicarse en la 
producción de composiciones farmacéuticas, productos alimenticios o bebidas, 
suplementos o aditivos, productos para la piel o el pelo o productos agrícolas 
(Fahey, 2006). Además, una de las aplicaciones más importantes de los 
glucosinolatos, precursores de los isotiocianatos, es para controlar las plagas y 
enfermedades de algunos cultivos mediante fumigación (Dufour y col., 2013; 
Borges y col., 2014).  

En medicina, diversos estudios epidemiológicos sugieren que las verduras 
del género Brassica presentan efectos beneficiosos en casos de enfermedades 
como cáncer de pulmón y del tracto digestivo, esto se atribuye a la presencia de 
glucosinolatos (Bhattacharya y col., 2010; Egner y col., 2011; Dinkova-Kostova y 
Kostov, 2012). Recientemente, se ha patentado un nuevo producto (Warmi®), que 
fue desarrollado como una alternativa natural a la terapia hormonal para el 
tratamiento de la menopausia y que contiene en su composición una mezcla de 
glucosinolatos, β-sitosterol y hesperidina (flavonoide). Los glucosinolatos se han 
confirmado como inductores de las enzimas citoprotectoras por lo que 
promueven un sistema cardiovascular más saludable (Martinot, 2012).  

El segundo grupo de compuestos presentes en brasicáceas son los 
carotenoides y tocoferoles. Los carotenoides más abundantes son luteína, 
zeaxantina y β-caroteno. Respecto a los tocoferoles, destacan δ-, α-, γ-tocoferol 
(Ibrahim y Juvik, 2009), siendo α-tocoferol el compuesto más abundante 
(Goffman y Möllers, 2000). 

Otro grupo de compuestos abundantes en brasicáceas son los polifenoles 
como son los flavonoides (apigenina, quercetina, luteolina, kaempferol y 
antocianinas) y los no flavonoides como los ácidos fenólicos (cafeico y gálico) (Lin 
y Harnly, 2009)  

Los compuestos fenólicos son un grupo de metabolitos secundarios 
sintetizados por las plantas como respuesta a situaciones de estrés, que incluyen 
un amplio rango de estructuras químicas, cuya característica común es la de 
poseer un anillo bencénico con grupos hidroxilos -OH (Figura 3.3). La interacción 
de los -OH con los electrones π del anillo bencénico confiere a la molécula unas 
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propiedades especiales, de las cuales la más característica es la capacidad de 
captar radicales libres, ya que estos quedan estabilizados por resonancia.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
       

 

Figura 3.3. Estructura de los flavonoides presentes en el género Brassica. 

La formación de estos radicales de larga vida puede modificar los procesos 
de oxidación mediados por radicales, aspecto importante en cuanto a su actividad 
biológica. Los o-difenoles son muy buenos antioxidantes, aunque también son 
inestables, oxidándose a quinonas química o enzimáticamente. Esta inestabilidad 
se hace remarcable, por ejemplo, durante el procesado o almacenamiento de 
frutas y hortalizas (Demian y Makris, 2015). Otra característica importante de los 
fenoles, es que son buenos donadores de electrones, de forma que pueden ser 
oxidados fácilmente por la enzima peroxidasa (POD) en presencia de peróxido de 
hidrógeno. 

Estos compuestos fenólicos no pueden ser sintetizados por el hombre, por lo 
tanto, tienen que ser ingeridos en la dieta. Actualmente, el conocimiento de las 
propiedades beneficiosas para la salud de estos compuestos es esencial para el 
desarrollo de alimentos funcionales y en general para el consumo de los alimentos 
que posean altos niveles de fenoles.  

Quercetina Miricetina Kaempferol 

Isorhamnetina Luteolina Apigenina 
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Las antocianinas son unos pigmentos ampliamente distribuidos en la 
naturaleza en flores, frutas y vegetales y son responsables de los colores brillantes 
como verde, rojo y azul (Kong y col., 2003). Estos compuestos juegan un papel 
muy importante en la fisiología de las plantas y son muy valoradas por la 
industria alimentaria y para la salud humana. 

Por último, otro tipo de compuestos presentes en las brasicáceas son las 
ceras, la superficie de la planta que se encuentra en contacto con el exterior 
frecuentemente se encuentra cubierta por una epicutícula de ceras con función 
protectora. La composición química y la estructura es variada y compleja, en ella 
están implicadas largas cadenas hidrocarbonadas, alcoholes, cetonas y 
terpenoides (Tassone y col., 2016). 

3.1.3. Enzimas oxidativas presentes en el género Brassica. 

En relación con los compuestos fenólicos, las frutas y hortalizas 
mínimamente procesadas sufren importantes cambios cualitativos y cuantitativos 
desde la cosecha hasta su consumo. Estos cambios implican una pérdida de valor 
nutritivo y características organolépticas debido a la oxidación de los compuestos 
fenólicos por las enzimas oxidativas (Criado, Martínez y Rodrigo, 2016). 

En general, unas de las enzimas responsables de esta oxidación de 
compuestos fenólicos son POD y PPO (Chisari, Barbagallo y Spagna, 2008). 

3.1.3.1. Polifenol oxidasa (PPO) 

El pardeamiento enzimático es de vital importancia en la industria del 
procesado de frutas y verduras. La actividad de PPO (E.C. 1.10.3.1) causa 
pardeamiento cuando los tejidos vegetales se exponen a  la presencia de oxígeno 
durante el procesado y almacenamiento. El pH y la temperatura óptima de esta 
enzima oscilan entre 5 y 8 y entre 20 y 40 ˚C, respectivamente (Sulaiman y col., 
2015). PPO cataliza la oxidación de los fenoles presentes en el tejido vegetal en 
presencia de oxígeno. Las quinonas resultantes polimerizan con otros compuestos 
similares, proteínas o aminoácidos para producir compuestos coloreados (pardos 
o negros). 

Las polifenol oxidasas se dividen en mono- y difenolasas dependiendo de la 
presencia o ausencia de actividad cresolasa o monofenolasa. Las monofenolasas 
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catalizan, en primer lugar, la oxidación de monofenoles a sus correspondientes o-
difenoles (actividad monofenolasa; EC 1.14.18.1) y posteriormente catalizan la 
oxidación de o-difenol a o-quinona (actividad catecolasa; EC 1.10.3.1). Las 
catecolasas o difenolasas solamente llevan a cabo la segunda reacción, es decir, la 
oxidación de o-difenoles a o-quinonas (Marusek y col., 2006).  

Actualmente, el mejor método para controlar el pardeamiento es el 
procesado térmico. La cinética de inactivación térmica de PPO se ha estudiado en 
diversas fuentes vegetales y cultivos, y se produce en el rango de temperaturas 
comprendido entre 60 y 85 ˚C (Goyeneche, Di Scala y Roura, 2013). Pero la 
temperatura empleada en el procesado térmico afecta a las propiedades 
organolépticas de frutas y verduras y puede destruir componentes nutritivos. Por 
ello, se ha estudiado el empleo de agentes antipardeamiento como ácido 
ascórbico, sulfitos, cloruro sódico, cisteína, ácido kojico y cinámico para preservar 
estos alimentos (Queiroz y col., 2008). 

Estructuralmente hablando, las PPOs de origen vegetal presentan tres 
dominios que incluyen: un péptido de tránsito N-terminal, un centro con tres 
átomos de cobre altamente conservados y una región C-terminal (Tran, Taylor y 
Constabel, 2012) (Figura 3.4). Esta enzima está ampliamente distribuida en 
bacterias, animales, plantas y hongos (Mayer, 2006). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3.4. Estructura tridimensional de PPO extraída  

de manzana tipo Fuji (Liu y col., 2015) 
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3.1.3.2. Peroxidasa (POD) 

Peroxidasa (E.C. 1.11.1.7) es una oxidorreductasa ampliamente distribuida 
en frutas y verduras, siendo responsable, al igual que PPO, del pardeamiento 
enzimático. Cataliza una reacción de oxidación en la que el peróxido de 
hidrógeno actúa como aceptor de electrones y otro compuesto como dador de 
electrones (Fortea y col., 2011). Esta enzima contiene un grupo hemo como grupo 
prostético, unido a la fracción proteica por la cadena lateral de un aminoácido a la 
quinta posición de coordinación del hierro (Pellicer y col., 2016) (Figura 3.5). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3.5. Estructura tridimensional de POD extraída  

de Chamaerops excelsa (Bernardes y col., 2015). 
 
Esta enzima puede existir en dos formas: soluble o ligada a membrana 

(Sukalovic y col., 2015), y se encuentra en vacuolas, citoplasma y en la pared 
celular, desempeñando diversas funciones. Así, se sabe que está implicada en la 
regulación hormonal, mecanismos de defensa, degradación del ácido indolacético 
durante la maduración y senescencia de frutas y vegetales y en la resistencia a 
parásitos y patógenos a través de procesos de lignificación o de producción de 
fenoles oxidados. Debido a sus múltiples funciones, esta enzima generalmente se 
encuentra como diferentes formas isoenzimáticas en vegetales (Serrano-Martínez 
y col., 2008). 
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Es altamente específica respecto a su sustrato peróxido, siendo el peróxido 
de hidrógeno el más común, pero su especificidad respecto al sustrato donador de 
electrones es muy baja. En presencia de peróxido de hidrógeno, oxida a un amplio 
rango de compuestos fenólicos como guayacol, pirogallol, ácido clorogénico, 
catequina y catecol (Onsa y col., 2004). La oxidación de esta gran variedad de 
compuestos ha llevado a la conclusión de que está asociada a pérdidas de color, 
flavor y valor nutricional de alimentos vegetales frescos y procesados. POD 
también está relacionada con el procesado de alimentos debido a su alta 
termoestabilidad. De hecho, es utilizada como indicador de la correcta realización 
del tratamiento térmico en vegetales (tanto en escaldado como en congelación), 
debido a su elevada concentración en la mayoría de los tejidos vegetales, elevada 
estabilidad térmica y fácil medida (Dahili, Kelemen-Horváth y Feczkó, 2015 ). 

Se han purificado y estudiado PODs de diversas fuentes vegetales: patata 
(Leon y col., 2002), melón (Rodríguez-López y col., 2000), nabo (Tandjaoui y col., 
2015), pimiento (Serrano-Martínez y col., 2008), uva (Fortea y col., 2009) o alga 
roja Mastocarpus stellatus (Fortea y col., 2011). En todos los casos, se ha 
demostrado la existencia de varias isoenzimas, que difieren en peso molecular, 
estabilidad térmica, pH óptimo, especificidad de sustrato y papel fisiológico. 

La elevada estabilidad térmica de POD puede ser una ventaja o un 
problema. Por una parte, proporciona un margen natural de seguridad en el que 
si POD es inactivada, se puede asumir que otras enzimas relacionadas con la 
calidad del producto también están inactivadas. Por otra parte, el uso de POD 
como indicador puede llevar a la aplicación de un tratamiento térmico excesivo 
del producto, disminuyendo su calidad. 

Para optimizar el tratamiento térmico de frutas y verduras y así mejorar su 
calidad, es importante establecer un modelo cinético de inactivación de las 
enzimas relevantes para poder predecir cambios del producto durante el 
procesado y el almacenamiento. Para caracterizar la estabilidad térmica de una 
enzima es necesario determinar dos parámetros: D (tiempo necesario para reducir 
la actividad enzimática al 10% de su valor original) y Ea (energía de activación), 
que mide cómo la velocidad de inactivación varía con la temperatura. Con estos 
dos parámetros (D y Ea) se puede calcular la velocidad de inactivación de una 
enzima a cualquier temperatura y el nivel de actividad residual tras un 
tratamiento térmico. Para poder hacer un modelo de cambios en la calidad de un 
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producto durante el procesado o el almacenamiento, primero es necesario hacer 
estudios detallados de la estabilidad térmica de las enzimas más relevantes en el 
proceso, por ejemplo POD. 

3.2. MATERIAL Y MÉTODOS 

3.2.1. Material vegetal. 

Lombarda (Brassica oleracea var. capitata f.rubra) y col blanca (Brassica 
oleracea var. capitata) fueron adquiridas en una gran  superficie y se mantuvieron 
refrigeradas hasta su inmediato procesado. 

3.2.2 Reactivos. 

Los reactivos químicos fueron suministrados por Sigma (España) y su uso 
se realizó sin purificación previa. El Triton X-114 se obtuvo de Fluka y se 
condensó tres veces, usando tampón fosfato sódico 100 mM (pH 7.3) (Bordier, 
1981). En la fase rica en detergente de la tercera condensación se obtuvo una 
concentración del 25 % de Triton X-114 (p/v).  

La solución de peróxido de hidrógeno se preparó diariamente, y su 
concentración se calculó utilizando como coeficiente de extinción molar ε240 = 39,4 
M-1cm-1 (Nelson y Kiesow, 1972). 

3.2.3. Purificación de Triton X-114. 

El Triton X-114 fue condensado tres veces siguiendo el método de Bordier 
(1981), usando tampón fosfato sódico 100 mM (pH 7.3) con EDTA 20 mM. El 
método de purificación del Triton X-114 consistió en disolver 10 g de este 
detergente con 8 mg de butil-hidroxitolueno (BHT) en tampón fosfato sódico 100 
mM con EDTA 20 mM (pH 7.3) a 4 ˚C hasta la completa disolución del detergente, 
tras lo cual se incuba a 37 ˚C durante 15 minutos. Este incremento en la 
temperatura hace que el tamaño de las micelas formadas por el Triton X-114 
aumente, agregándose unas con otras hasta alcanzar un tamaño en el que ya no 
pueden mantenerse en disolución, provocando la turbidez de la misma. La 
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mezcla blanquecina así obtenida, se introduce en un embudo de decantación y se 
deja reposar durante la noche a temperatura ambiente (20 ˚C). Transcurrido dicho 
tiempo aparecen dos fases transparentes completamente separadas: una 
mayoritaria, en la parte superior, pobre en detergente; y una minoritaria, en la 
parte inferior, rica en detergente. La fase acuosa pobre en detergente es desechada 
y reemplazada por un volumen igual de tampón fosfato sódico 100 mM (pH 7.3) 
con EDTA 20 mM. Esta mezcla es sometida a condensación dos veces más, bajo 
las condiciones antes citadas, pero sin la adición de BHT. La fase de detergente de 
la tercera condensación tuvo una concentración del 25 % (p/v) de Triton X-114 y 
fue usada para todos los experimentos descritos en este capítulo. 

3.2.4. Determinación de proteínas. 

La determinación cuantitativa de proteínas se realizó según el método de 
Bradford (1976), usando albúmina de suero bovina como patrón. Los análisis se 
realizaron por triplicado para cada muestra. 

3.2.5. Extracción de peroxidasa. 

Para estudiar la actividad de POD, se utilizó el método de extracción 
descrito por Nuñez-Delicado y col. en 2005, basado en la utilización de Triton X-
114 (TX-114), que permitió la extracción de extractos totalmente transparentes. 

El procedimiento utilizado fue el mismo para lombarda y col blanca. Se 
pesaron 50 g de muestra, que fueron homogenizados con 50 mL de tampón 
fosfato sódico 100 mM, pH 7.3, durante 5 minutos en un Ultra Turrax (mod. Ika 
Staufen, Germany). El homogenado se filtró a través de 4 capas de gasa y se 
centrifugó a 4.000 xg durante 15 minutos a 4 ˚C en una centrífuga Haereus modelo 
Biofuge Stratos. Como resultado se obtuvo un sobrenadante, que contenía la 
enzima soluble. Por otra parte, el precipitado obtenido en la centrifugación se 
mezcló con 20 mL de TX-114 al 25%, hasta obtener una concentración de TX-114 
del 4% (p/v) en tampón fosfato sódico 100 mM (pH 7.3) y la mezcla fue sometida 
a partición de fases inducida por temperatura. Para ello, primero se mantuvo a 4 
˚C durante 15 minutos y posteriormente se calentó a 37 ˚C durante el mismo 
tiempo. En ese punto, la disolución adquirió turbidez, debido a la formación, 
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agregación y precipitación de micelas de detergente que arrastran en su interior 
proteínas hidrofóbicas, antocianos y compuestos fenólicos. Esta disolución turbia 
se centrifugó a 1800 xg durante 10 minutos en una centrífuga Eppendorf modelo 
5810. 

Tras la centrifugación, la fase rica en detergente se descartó y el 
sobrenadante, fase pobre en detergente y totalmente clara, se utilizó como fuente 
de enzima ligada. Ésta se almacenó a -20 ˚C hasta su utilización, conservando 
toda su actividad y sin presentar pardeamiento. 

3.2.6. Determinación de la actividad enzimática. 

La actividad de POD fue determinada espectrofotométricamente, en un 
espectofotómetro Shimadzu modelo UV-1063, usando como sustrato [ácido 2,2´-
azino-bis (3-ethilbenzothiazolina-6-sulfónico)] (ABTS), a 414 nm (ε414= 31.1 M-1cm-1) 
(Rodríguez-López y col., 2000). Una unidad enzimática es la cantidad de enzima 
que produce un 1 µmol del radical ABTS+· por minuto. 

La conversión de la velocidad de la reacción en unidades enzimáticas (UE) 
por gramo de muestra, se realizó teniendo en cuenta la ley de Lambert-Beer, 
según la cual, la absorbancia de la muestra y la concentración del producto, están 
relacionadas por la ecuación A = ε.c.d, donde ε es el coeficiente de extinción molar 
del producto, c es la concentración molar del producto y d es el paso óptico de la 
cubeta expresado en cm (en este caso d=1). 

El medio de reacción estándar en el caso de la forma ligada de lombarda, 
contenía a 25 ˚C tampón acetato sódico 100 mM (pH 4.0), 20 µg/mL de proteína, 
ABTS 2 mM, H2O2 4 mM y tropolona 0.2 mM, en un volumen final de 1 mL. 

El medio de reacción estándar en el caso de la forma soluble de lombarda, 
contenía a 25 ˚C tampón acetato sódico 100 mM (pH 4.0), 20 µg/mL de proteína, 
ABTS 5 mM, H2O2 3 mM y tropolona 0.2 mM, en un volumen final de 1 mL. 

El medio de reacción estándar para POD ligada y soluble de col blanca 
contenía a 25 ˚C, tampón acetato sódico 100 mM (pH 4.0), 20 µg/mL de proteína, 
ABTS 4 mM, H2O2 4 mM  y tropolona 0.2 mM en un volumen final de 1 mL. 
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3.2.7. pH óptimo. 

El pH óptimo para cada una de las PODs de lombarda y col blanca se 
determinó en el medio de reacción estándar de cada una de ellas que contenía 100 
mM de tampón acetato sódico (pH 3.0-5.0), 100 mM de tampón fosfato sódico (pH 
6.0-7.5) ó 100 mM de tampón borato sódico (pH 8.0-9.0). 

3.2.8. Efecto de SDS. 

El efecto del SDS en la actividad de POD se estudió en el medio de reacción 
estándar adicionando concentraciones crecientes de SDS a la cubeta. En el caso de 
lombarda, la concentración osciló entre 0 y 1.5 mM para POD ligada y entre 0 y 
0.5 mM para POD soluble. En el caso de col blanca, la concentración de SDS osciló 
entre 0 y 1.0 mM en ambas isoenzimas.  

3.2.9. Actividad enzimática en presencia de CDs. 

Para estudiar el efecto de la presencia de CDs en la actividad de POD, en el 
caso de lombarda, el medio de reacción a 25 ˚C contenía 100 mM de tampón 
fosfato sódico (pH 4.0), 20 µg/mL de proteína, H2O2 4 mM, concentraciones 
crecientes de HP-β-CDs (0-40 mM) y ABTS (1, 2 ó 4 mM) para POD ligada o ABTS 
(0.5, 2 ó 4 mM) para POD soluble. 

En el caso de col blanca, el medio de reacción a 25 ˚C en contenía 100 mM de 
tampón fosfato sódico (pH 4.0), 20 µg/mL de proteína, H2O2 4 mM, 
concentraciones crecientes de HP-β-CDs (0-40 mM) y ABTS (1, 3 ó 5 mM) para 
POD ligada o ABTS (0.5, 2, 4 ó 6 mM) para POD soluble. 

3.2.10. Efecto de agentes reductores. 

En el caso del estudio del efecto de agentes reductores sobre la actividad de 
POD, en lombarda, las muestras contenían el medio de reacción estándar  y 
concentraciones crecientes (0-3.5 mM) de ácido ascórbico, L-cisteína o 
metabisulfito. 
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En el caso de col blanca, las muestras contenían el medio de reacción 
estándar  y concentraciones crecientes (0-4 mM) de ácido ascórbico, L-cisteína o 
metabisulfito. 

3.2.11. Determinación de los parámetros cinéticos Vm y KM. 

Para determinar los parámetros cinéticos (Vm y KM) de POD de lombarda, se 
varió la concentración de ambos sustratos: ABTS y H2O2. Para estudiar el efecto 
de la concentración de ABTS, se añadieron concentraciones crecientes de este 
sustrato al medio de reacción estándar (0 a 5 mM para enzima ligada y 0 a 12 mM 
para enzima soluble), fijando la concentración de H2O2  en 4 mM. En el caso del 
H2O2, la concentración se varió de 0 a 7 mM para ambos tipos de POD (ligada y 
soluble), fijando la concentración de ABTS en 3 mM. 

Los parámetros cinéticos de POD de col blanca fueron estimados de la 
misma manera. La concentración de ABTS en el medio de reacción estándar osciló 
entre 0 y 6 mM para POD ligada y entre 0 y 7 mM para POD soluble, fijando la 
concentración de H2O2 en 4 mM. En el caso del H2O2, la concentración se varió 
entre  0 y 7 mM en ambas formas enzimáticas y se mantuvo fija una concentración 
de ABTS de 4 mM. 

3.2.12. Temperatura óptima. 

La temperatura óptima para POD de lombarda y col blanca se determinó 
midiendo la actividad enzimática en el medio de reacción estándar entre 5 y 70 ˚C  
con intervalos de medida de 5 ˚C, en el valor de pH óptimo de la enzima. La 
temperatura se controló usando TCC-Controller, Shimadzu Corporation (Mod. 
TCC-240A). 

3.2.13. Estabilidad térmica. 

Los extractos enzimáticos se incubaron en tubos eppendorff, a diferentes 
temperaturas y tiempos. En el caso de la forma de POD ligada de lombarda, las 
muestras se incubaron en un baño termostatizado a 50, 60, 70 y 80 ˚C, mientras 
que las muestras de enzima soluble se incubaron a 30, 40, 50, 70 y 80 ˚C. En el caso 
de col blanca, POD ligada se incubó a 40, 50, 60 y 70 ˚C y POD soluble a 30, 40, 50, 
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60 y 70 ˚C. Posteriormente, se enfrió cada alícuota 5 minutos en hielo y se midió 
su actividad inmediatamente después, a 25 ˚C. 

3.2.14. Análisis estadísticos. 

Todas las medidas, fueron realizadas por triplicado, representándose la 
media de las mismas. Para realizar el ajuste de los datos se usó el programa 
Sigmaplot 12.0 software package (Jandel Scientific, Germany). 

3.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

La purificación de enzimas a partir de extractos vegetales es un proceso 
complejo debido a la presencia de una gran cantidad de metabolitos secundarios 
que pueden adherirse a las enzimas y cambiar sus características (Suha, Babiker y 
Babiker, 2013). Además, cuando la enzima está ligada a membrana, es necesario 
para su extracción el uso de detergentes. De esta manera, POD ligada de 
lombarda y col blanca se extrajo con ayuda del detergente TX-114 (Gecchele y col., 
2014). 

Este detergente presenta un punto de turbidez a 23 ˚C, lo que permite que 
pueda usarse en un rango de temperatura compatible con la estabilidad de la 
proteína. Durante la separación de fases inducida por incubación a 37 ˚C, la 
mayor parte del detergente, pigmentos, fosfolípidos, fenoles y proteínas 
hidrofóbicas de membrana migran hacia la fase baja, rica en detergente, mientras 
que los fenoles polares y otras proteínas de membrana migran a la fase superior 
pobre en detergente (Cabanes y col., 2007). La eliminación de fenoles con TX-114, 
a veces, es suficiente para evitar el pardeamiento de la disolución de enzima, 
incluso tras varios ciclos de descongelación o tras meses de almacenamiento a - 20 
˚C. 

3.3.1. Lombarda. 

La actividad enzimática de POD de diversas fuentes se ha estudiado usando 
diferentes compuestos como sustrato: guaiacol en rábano (Lavery y col., 2010) y 
lentejas (Hidalgo-Cuadrado y col., 2012), ABTS en nabo (Rodríguez-Cabrera, 
Regalado y García-Almendárez, 2011), p-clorofenol y o-cresol en raíces de nabo 
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(Dalal y Gupta, 2010). En el caso POD de lombarda, se usó ABTS como donador 
de H+ y H2O2 como aceptor. 

3.3.1.1. Extracción, efecto de pH y SDS. 

La extracción de POD de lombarda se llevó a cabo en dos fases: por una 
parte, en medio tamponado se extrajo la POD soluble y por otra parte, utilizando 
TX-114 para hacer la digestión de las membranas celulares, se extrajo POD ligada 
a membranas. 

En la Tabla 3.1 se muestran los resultados obtenidos en cuanto a proteína, 
actividad enzimática total y actividad específica en cada una de las partes.  

La cantidad de proteínas solubles extraídas en medio tamponado, a partir 
de 50 g de lombarda fue de 125 mg y las unidades de enzima totales 475, lo que 
supuso una actividad específica de 3.8 U/mg.  

En el caso de POD ligada, se obtuvieron 70 mg de proteína, con 365 
unidades enzimáticas y por tanto, una actividad específica de 5.2 U/mg.  

Estos resultados indicaron que en el caso de las proteínas ligadas a 
membrana extraídas con TX-114, POD es más abundante proporcionalmente 
hablando, que en el caso de las proteínas solubles extraídas sólo con tampón.  

Tabla 3.1. Actividad específica y total de POD ligada y soluble de lombarda. 

Formas Enzimáticas Vol 

(mL) 

Proteína 

total (mg) 

Actividad 

totala (U) 

Actividad 

específica(U/mg) 

Sobrenadante  

(POD soluble)  

70 125 475 3.8 

Sobrenadante 4%  

TX-114 (POD ligada) 

17 70 365 5.2 

aABTS como donador. 

El pH es un factor determinante en la expresión de la actividad enzimática. 
La Figura 3.6A muestra el perfil de pH en el caso de POD ligada (círculos negros) 
en un rango de pH de 3.0 a 9.0. El pH óptimo para POD ligada de lombarda fue 
de 4.0, similar al obtenido para POD de la fruta marula (Mdluli, 2004) e inferior 
que el obtenido para POD de melón (Rodríguez-López y col., 2000), pimiento 
(Serrano-Martínez y col., 2008) o alga roja (Fortea y col., 2011). 
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Figura 3.6.  (A) Efecto del pH en la actividad de POD ligada en ausencia (●) o en 

presencia (○) de SDS 1.5 mM. El medio de reacción, contenía a 25 ˚C 100 mM de 

tampón acetato sódico (pH 3.0-5.0), 100 mM de tampón fosfato sódico (pH 6.0-7.5) 

ó 100 mM de tampón borato sódico (pH 8.0-9.0), 20 µg/mL de proteína, ABTS 2 
mM, H2O2 4 mM y tropolona 0.2 mM, en un volumen final de 1 mL. (B) Efecto de 

la concentración de SDS en la actividad enzimática. El medio de reacción estándar a 

pH 4.0 contenía concentraciones crecientes de SDS de 0 a 1.5 mM. 
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Detergentes aniónicos, como SDS, interaccionan fuertemente con proteínas 
cargadas y las desnaturalizan. La interacción de las proteínas con compuestos 
anfifílicos con largas colas hidrocarbonados, como es el caso del SDS, da lugar a 
cambios conformacionales en las proteínas (Ruso, Deo y Somasundaran, 2004). El 
efecto activador o inhibidor que puede tener SDS sobre diferentes enzimas, 
incluyendo PPO y POD, se encuentra ampliamente descrito en la literatura. En el 
caso de POD, SDS mostró efecto inhibidor en diferentes ocasiones (Nazari y col., 
2005; Fortea y col., 2009). 

El perfil de pH de POD ligada se analizó en presencia de 1.5 mM de SDS 
(Figura 3.6A, círculos blancos). La enzima fue inactivada por este detergente en 
todos los pHs analizados. Un efecto similar fue descrito con anterioridad para 
POD de rábano (Nazari y col., 2005), uva de mesa Crimson seedless (Fortea y col., 
2009) o en el alga roja Mastocarpus stellatus (Fortea y col., 2011). 

El efecto del SDS depende de la concentración de surfactante utilizado, tal y  
como se aprecia en la Figura 3.6B. La actividad enzimática disminuyó con el 
aumento de la concentración de SDS, alcanzándose la inactivación total a una 
concentración de SDS 1.5 mM. Esta inactivación se debe a cambios 
conformacionales producidos en la proteína por la interacción con las moléculas 
de detergente. Estos resultados contrastan con los descritos para PPO de diversas 
fuentes vegetales, donde SDS muestra un efecto activador de la actividad 
enzimática (Núñez-Delicado y col., 2005; Cabanes y col., 2007; Fortea y col., 2009). 

En el caso de POD soluble (Figura 3.7A), al estudiar el efecto del pH en la 
oxidación de ABTS (círculos negros) se observó un pH óptimo de 4.0. Este 
resultado es idéntico al observado para POD ligada descrita en el apartado 
anterior. El efecto del pH en la actividad de POD soluble se estudió en presencia 
de SDS 0.5 mM (Figura 3.7A, círculos blancos). La enzima fue inactivada en todos 
los pHs estudiados, aunque a pH 5.0 se observó solamente una pequeña 
inhibición en presencia de SDS. El grado de inactivación con SDS a pH 5.0 para 
POD soluble fue de 1.5 veces, mientras que en el caso de POD ligada fue 2.8 veces. 

Si comparamos el efecto de la concentración de SDS en ambas enzimas, 
POD soluble y ligada, se observó un efecto inhibitorio en ambos casos. Sin 
embargo, este efecto fue mucho más acusado para POD soluble, donde la 
inactivación completa de la enzima se observó a una concentración menor de SDS 
(0.5 mM) (Figura 3.7B). 
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Figura 3.7. (A) Efecto del pH en la actividad de POD soluble en ausencia (●) o en 

presencia (○) de SDS 0.5 mM. El medio de reacción, contenía a 25 ˚C 100 mM de 

tampón acetato sódico (pH 3.0-5.0), 100 mM de tampón fosfato sódico (pH 6.0-7.5) 

ó 100 mM de tampón borato sódico (pH 8.0-9.0), 20 µg/mL de proteína, ABTS 5 

mM, H2O2 3 mM y tropolona 0.2 mM, en un volumen final de 1 mL.  (B) Efecto de 
la concentración de SDS en la actividad enzimática. El medio de reacción estándar a 

pH 4.0 contenía concentraciones crecientes de SDS de 0 a 0.5 mM. 
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3.3.1.2. Caracterización cinética 

Para completar la caracterización de POD ligada y soluble de lombarda, se 
llevó a cabo el estudio de los parámetros cinéticos Vm y KM que fueron 
determinados ajustando los datos experimentales obtenidos a pH 4.0 a la ecuación 
de Michaelis-Menten (3.1).  

 

v =
Vm [S]

KM+[S]        (3.1) 

 
 
La Figura 3.8A muestra la variación de la velocidad frente a la 

concentración de sustrato para POD ligada. Cuando se varió la concentración de 
H2O2 manteniendo constante la concentración de ABTS (2 mM), la actividad 
aumentó hasta alcanzar la saturación. El valor de KM para H2O2 fue 0.82 mM y el 
valor Vm fue 6.1 µM/min. Este valor de KM obtenido para H2O2 es similar al 
descrito para POD de nabo (0.8 mM; Duarte-Vázquez y col., 2000), inferior al de 
POD de pimiento (1.3 mM; Serrano-Martínez y col., 2008) y superior al de POD de 
uva (0.4 mM; Fortea y col., 2009) o melón (0.2mM; Rodríguez-López y col., 2000). 
Este perfil cinético contrasta con los obtenidos en el caso de rábano, espárrago, 
nabo y alga roja en los que se describió una inhibición por alta concentración de 
sustrato (Hiner y col., 1996; Duarte-Vázquez y col., 2000; Fortea y col., 2011). 

La Figura 3.8B, muestra la curva de saturación para ABTS de POD ligada. El 
valor de KM obtenido fue 0.2 mM y la Vm 5.2 µM/min. Este valor de KM observado 
para ABTS fue similar al descrito en el caso de POD de coles de Bruselas 
(Regalado y col., 1999) e inferior a las PODs de nabo (0.47 mM; Duarte-Vázquez y 
col., 2000), pimiento (0.5 mM; Serrano-Martínez y col., 2008), rábano (4 mM; Hiner 
y col., 1996) o alga roja (13 mM; Fortea y col., 2011). 
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Figura 3.8. (A) Efecto de la concentración de H2O2 en la actividad de POD ligada. El medio de 

reacción a 25 ˚C contenía tampón acetato sódico 100 mM pH 4.0,  20 µg/mL de proteína, ABTS 3 
mM, tropolona 0.2 mM y concentraciones crecientes de H2O2 de 0 a 7 mM (B) Efecto de la 

concentración de ABTS en POD ligada. El medio de reacción a 25 ˚C contenía tampón acetato 

sódico 100 mM pH 4.0,  20 µg/mL de proteína, H2O2 4 mM, tropolona 0.2 mM y concentraciones 

crecientes de ABTS de 0 a 5 mM (C) Efecto de la concentración de H2O2 en la actividad de POD 

soluble. El medio de reacción a 25 ˚C contenía tampón acetato sódico 100 mM pH 4.0,  20 µg/mL 

de proteína, ABTS 3 mM, tropolona 0.2 mM y concentraciones crecientes de H2O2 de 0 a 7 mM 
(D) Efecto de la concentración de ABTS en  POD soluble. El medio de reacción a 25 ˚C contenía 

tampón acetato sódico 100 mM pH 4.0,  20 µg/mL de proteína, H2O2 4 mM, tropolona 0.2 mM y 

concentraciones crecientes de ABTS de 0 a 12 mM. 
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En el caso de POD soluble, la velocidad de oxidación de ABTS es 
dependiente de la concentración de H2O2 presente en el medio (Figura 3.8C). El 
valor de KM para H2O2 observado fue 0.98 mM y el valor de Vm fue 8.1 µM/min. 
Este valor de KM obtenido fue similar al de POD de nabo (0.8 mM) (Duarte-
Vázquez y col., 2000), inferior al observado para POD de pimiento (1.3 mM) 
(Serrano-Martínez y col., 2008), el doble al descrito en el caso de uva de mesa (0.4 
mM) (Fortea y col., 2009) y cinco veces superior al observado en POD de melón 
(0.2 mM) (Rodríguez-López y col., 2000). 

Por otra parte, cuando la concentración de ABTS aumentó en el medio de 
reacción de 0 a 12 mM (Figura 3.8D) a una concentración fija de H2O2 (4 mM), la 
actividad enzimática aumentó al principio, antes de disminuir de forma gradual a 
altas concentraciones. La Figura 3.8D mostró el típico perfil cinético de inhibición 
por alta concentración de H2O2, que es analizado cinéticamente por regresión no 
lineal ajustando los valores experimentales a la siguiente ecuación (3.2) 
(Marquard, 1963): 

 

isM

m

KSSK
SV

v
/][][

][
2

  (3.2) 

donde Ksi es la constante de inhibición por sustrato. Los parámetros cinéticos Vm, 
KM y Ksi fueron 8.9 µM/min, 0.61 mM y 24.3 mM, respectivamente. El valor 
obtenido de KM para ABTS fue superior al observado para POD de coles de 
Bruselas (0.2 mM; Regalado y col., 1999), nabo (0.47 mM; Duarte-Vázquez y col., 
2000) y pimiento (0.5 mM; Serrano-Martínez y col., 2008), inferior al descrito en 
rábano (4 mM; Hiner y col., 1996) o alga roja (13 mM; Fortea y col., 2011). El perfil 
cinético de inhibición por alta concentración de ABTS obtenido en el caso de POD 
soluble no se observó en el caso de la forma ligada (Figura 3.8B). 
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3.3.1.3. Efecto de inhibidores. 

Para completar el estudio de POD de lombarda, se evaluó el efecto de 
diferentes agentes inhibidores (ácido ascórbico, L-cisteína y metabisulfito) en la 
actividad enzimática de POD ligada (Figura 3.9A) y soluble (Figura 3.9B). Los 
resultados mostraron que el ácido ascórbico fue el modulador de la actividad 
enzimática más efectivo en ambos casos (triángulos negros), actuando como un 
antioxidante en lugar de un inhibidor enzimático porque reduce el radical de 
ABTS+·  a su forma original. La inhibición producida por metabilsulfito fue la más 
baja en ambos casos (cuadrados negros), quizás como resultado de una reacción 
adicional que tiene lugar entre el radical de ABTS+· para dar lugar a productos 
estables y/o unión al centro activo de la enzima como ha ocurrido en el caso de 
metabisulfito en uva (Valero, Varón y García-Carmona, 1992) y pimiento 
(Serrano-Martínez y col., 2008). La inhibición producida por L-cisteína en el caso 
de POD ligada (Figura 3.9A) fue superior a la obtenida en el caso de POD soluble 
(Figura 3.9B). 
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Figura 3.9. (A) Efecto inhibidor de diferentes agentes reductores en POD ligada. El medio de 

reacción estándar a 25 ˚C contenía tampón acetato sódico 100 mM pH 4.0, 20 µg/mL de 

enzima, ABTS 2 mM, H2O2 4 mM, tropolona 0.2 mM, y concentraciones crecientes de 

agentes reductores de 0 a 3.5 mM [ácido ascórbico (▲), L-cisteína (●) o metabisulfito (■)]. 

(B) Efecto inhibidor de diferentes agentes reductores en la actividad de POD soluble. El 

medio de reacción estándar a 25 ˚C contenía tampón acetato sódico 100 mM pH 4.0, 20 
µg/mL de enzima, ABTS 5 mM, H2O2 3 mM, tropolona 0.2 mM, y concentraciones 

crecientes de agentes reductores de 0 a 3.5 mM [ácido ascórbico (▲), L-cisteína (●) o 

metabisulfito (■)].  
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3.3.1.4. Efecto de CDs. 

Una vez caracterizadas las dos formas isoenzimáticas de POD de lombarda, 
se procedió a llevar a cabo el estudio del efecto de la adición de CDs al medio de 
reacción para comprobar si las CDs eran capaces de actuar directamente sobre la 
enzima, modificando su actividad o si por el contrario, lo que hacían era 
secuestrar a su sustrato y no tenían capacidad de actuar sobre la proteína. Las 
CDs son oligosacáridos cíclicos derivados del almidón  con seis, siete u ocho 
residuos de glucosa unidos por enlace glucosídico (14) con una estructura 
troncocónica. La cavidad central de estas moléculas es hidrofóbica, mientras que 
el borde exterior es hidrofílico. Esta cavidad hidrofóbica es capaz de atrapar en su 
interior un amplio rango de moléculas, incluidos compuestos fenólicos, formando 
complejos de inclusión (Cai y col., 1990). También se ha descrito en la literatura 
que estas CDs podrían modular el pardeamiento enzimático de diferentes frutas y 
verduras gracias a la capacidad que tienen para atrapar en su interior compuestos 
que son sustrato de PPO y/o POD (Sojo y col., 1999). Este efecto también se ha 
descrito para la oxidación de fenoles por la enzima lipooxigenasa (Núñez-
Delicado, Sánchez-Ferrer y García-Carmona, 1997), en la que las CDs actúan como 
antioxidantes secundarios en sinergismo con ácido ascórbico.  

ABTS es un compuesto que puede ser atrapado en el interior de la cavidad 
hidrofóbica de las CDs, formando un complejo de inclusión, y este hecho fue 
descrito previamente por nuestro grupo de investigación (Lucas-Abellán y col., 
2011). Esta complejación, podría explicar la disminución de la actividad 
enzimática de POD ligada (Figura 3.10A) y soluble (Figura 3.10B) de lombarda 
que se observó cuando se ensayó el medio de reacción estándar en presencia de 
concentraciones crecientes de HP-β-CDs.  

Para corroborar si esta inhibición se debía solamente a la complejación del 
ABTS en el interior de las CDs o también había interacción con la proteína, se 
procedió a ajustar los datos experimentales a la ecuación de Michaelis-Menten, en 
la cual, la concentración de sustrato se sustituye por la concentración de sustraro 
libre, es decir, no complejado por las CDs. 
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Figura 3.10.  (A) Efecto de concentraciones crecientes de HP-β-CDs (0-40 mM) y ABTS [1 

mM (●), 2 mM (■) o 4 mM (▲)] en la actividad enzimática de POD ligada. (B) 

Efecto de la concentración de HP-β-CDs en la actividad enzimática de POD soluble. 

El medio de reacción estándar a 25 ˚C contenía tampón acetato sódico 100 mM pH 

4.0, 20 µg/mL de proteína, H2O2 4 mM  y concentraciones crecientes de HP-β-CDs 
(0-40 mM) y ABTS [0.5 mM (●), 2 mM (■) o 4 mM (▲)]. 
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Los datos obtenidos en las Figuras 3.10A y B se ajustaron a la ecuación 
modificada de Michaelis-Menten (3.3) en la que la concentración de sustrato 
habría sido sustituida por la concentración de sustrato libre ([ABTS]l).  

 

]]2/)][4)1][]([)1][]([[([

]]2/)][4)1][]([1][]([[([
2

2

ctcctctctctM

ctcctctctctm

KABTSKKABTSKCDKABTSKCDK

KABTSKKABTSKCDKABTSKCDV
v




  (3.3) 

 
La concentración de sustrato libre en presencia de CDs está descrita por la 

ecuación (3.4): 
 

ctcctctctctl KABTSKKABTSKCDKABTSKCDABTS 2/)][4)1][]([1][]([(][ 2   (3.4) 
 
 Esta ecuación, que define la concentración de sustrato libre en el medio, se 
obtuvo teniendo en cuenta el equilibrio que se produce en la formación de los 
complejos (ecuación 3.5). 
 

CDs + ABTS 
Kc
↔  ABTS-CDs    (3.5) 

 
 La constante de complejación que gobierna este equilibrio está definida 
por la ecuación 3.6. 
 

Kc= 
[ABTS-CDs]

[ABTS]L [CDs]L
    (3.6) 

 
  

Teniendo en cuenta los balances de materia: 
 

[ABTS]T = [ABTS]L+[ABTS-CDs]     (3.7) 
  

[CDs]T = [CDs]L+[ABTS-CDs]           (3.8) 
 
 Despejando en la ecuación 3.6: 
 

[ABTS-CDs] = Kc [ABTS]L [CDs]L    (3.9)  

 

 Combinando las ecuaciones 3.6 y 3.7:  
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[CDs]L= 
[ABTS]T-[ABTS]L

Kc [ABTS]L
             (3.10) 

 
 Sustituyendo estas dos últimas ecuaciones en la ecuación 3.8 se obtiene la 
ecuación de segundo grado para calcular la concentración de ABTS libre en el 
medio:  
 

Kc [ABTS]L2+([CDs]T Kc -[ABTS]T Kc+1)[ABTS]L-[ABTS]T=0       (3.11) 
 
 La solución de esta ecuación 3.11 es la ecuación 3.4, cuyo único parámetro 
desconocido es Kc, que puede ser calculado.  
 

La ecuación 3.3 muestra una relación no lineal entre la velocidad de la 
enzima y la concentración de CDs ([CD]t), tal y como se corroboró 
experimentalmente (Figura 3.10).  Usando los datos obtenidos para POD ligada y 
soluble (Figura 3.10) y ajustándolos a la ecuación 3.3 por regresión no lineal, se 
obtuvo un valor de 312 M-1 para la constante de complejación (Kc) entre ABTS y 
HP-β-CDs. El hecho de que los datos experimentales se ajusten perfectamente a 
los datos teóricos obtenidos con la ecuación 3.3, sumado a que con los dos tipos 
de POD utilizada (ligada y soluble) se obtuviera el mismo valor de Kc, puso de 
manifiesto que el efecto inhibidor que las CDs ejercían sobre la actividad 
enzimática venía dado por la complejación del sustrato, ABTS en este caso, y no 
por interacciones de las CDs con la propia proteína. 

3.3.1.5. Temperatura óptima. 

La temperatura óptima se determinó para POD ligada y soluble. La 
temperatura óptima de la forma ligada fue 45 ˚C (Figura 3.11, círculos negros), 
que es similar a la obtenida para POD de melón variedad Charantais (Chisari y 
col., 2008). Temperaturas por encima de los 45 ˚C provocaron una disminución de 
la actividad enzimática de forma gradual. En el caso de POD soluble, la 
temperatura óptima fue de 30 ˚C (Figura 3.11, círculos blancos), resultado similar 
a la POD de melón variedad Amarillo (Chisari y col., 2008). Cuando la 
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temperatura fue superior a los 30 ˚C se observó una disminución progresiva de la 
actividad hasta llegar a un 60% de inactivación a 60 ˚C. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 

Figura 3.11. Temperatura óptima para POD ligada (●) y soluble (○). 

 

3.3.1.6. Estabilidad térmica. 

Para completar el análisis de POD de lombarda, se estudió la estabilidad 
térmica de ambas enzimas (soluble y ligada). Los puntos semi-logarítmos de 
actividad residual de POD ligada (Figura 3.12A) y soluble (Figura 3.12B) 
disminuyeron de forma lineal frente al tiempo de calentamiento a todas las 
temperaturas estudiadas. Este resultado indicó que la inactivación térmica de la 
enzima se produce a través de un proceso de primer orden. El hecho de que todas 
las líneas confluyan en un punto común indica que se está midiendo la 
inactivación de una única isoenzima en cada caso. Estos resultados están en 
concordancia con los obtenidos para POD de patata y zanahoria (Anthon y 
Barrett, 2002), pimiento (Serrano-Martínez y col., 2008), uva (Fortea y col., 2009) y 
alga roja (Fortea y col., 2011).  
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Figura 3.12. (A) Inactivación térmica de POD ligada. Actividad residual de POD frente al 

tiempo de calentamiento a 50 ˚C (●), 60 ˚C (■), 70 ˚C (○) y 80 ˚C (□).  El medio de 

reacción estándar a 25 ˚C contenía tampón acetato sódico 100 mM pH 4.0, 20 

µg/mL de enzima, ABTS 2 mM, H2O2 4 mM y tropolona 0.2 mM. (B) Inactivación 

térmica de POD soluble. Actividad residual de POD frente al tiempo de 
calentamiento a 30 ˚C (●), 40 ˚C (■), 50 ˚C (○), 70 ˚C (□) y 80 ˚C (▲).El medio de 

reacción estándar a 25 ˚C contenía tampón acetato sódico 100 mM pH 4.0, 20 

µg/mL de enzima, ABTS 5 mM, H2O2 3 mM y tropolona 0.2 mM.  
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A partir de las pendientes de las rectas de la figura 3.12,  mediante regresión 
lineal, se calculó la constante de inactivación (k) a partir de la siguiente ecuación 
(3.12): 

 

  tk
A

A 






303.2log
0

 (3.12) 

 
donde A0 es la actividad enzimática antes del calentamiento y A es la actividad 
tras el calentamiento para cada tiempo t. Cuando los valores de k se representaron 
en la gráfica de Arrhenius (Figura 3.13), se obtuvo una línea recta para ambos 
tipos de POD, ligada (círculos negros) y soluble (círculos blancos) (Figura 3.13). 

Las energías de activación (Ea) se calcularon a partir de la pendiente de la 
representación de Arrhenius mediante la siguiente ecuación (3.13) (Anthon y 
Barrett, 2002): 
 

cRT
Ek a )ln(    (3.13) 

 
donde R es la constante de los gases (8.314 Jmol-1K-1) y T es la temperatura en ˚K. 
Esta representación lineal que se obtuvo para los dos tipos de POD de lombarda, 
contrasta con la curvatura obtenida para otras verduras, incluyendo POD de 
patata y zanahoria (Anthon y Barrett, 2002), lipooxigenasa de judías verdes 
(Indrawati y col., 1999), lipooxigenasa de semilla de guisante (Busto y col., 1999) y 
uva (Fortea y col., 2009); pero es similar a la obtenida en el caso de POD de 
pimiento (Serrano-Martínez y col., 2008) y alga roja (Fortea y col., 2011). 
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Figura 3.13. Representación de Arrhenius de la tasa de  

inactivación de POD ligada (●) y soluble (○). 

 
La explicación para esta linealidad en la representación de Arrhenius en 

ambas isoenzimas de POD, se debe al hecho de que la inactivación se produce a 
través de un único mecanismo dependiente de la temperatura, como es el 
desplegamiento de las proteínas. Sin embargo, cuando en la representación de 
Arrhenius se observa una curvatura, indica que la inactivación se está 
produciendo a través de varios mecanismos, cada uno con una dependencia de 
temperatura diferente y la dependencia de temperatura global no es más que la 
suma de los procesos individuales. 

La energía de activación (Ea) es la diferencia de energía entre una 
configuración activada o de transición respecto a la configuración inicial. El 
término de Ea fue introducido hace más de un siglo por Hood como una relación 
puramente empírica y dependiente de la temperatura (Sudha, Sukumar y Uma- 
Rao, 2014). Respecto a la energía de activación obtenida (Ea), el valor para POD 
ligada fue 143.1 kJ/mol, superior a la de POD de melón Charantais (86 kJ/mol; 
Chisari y col., 2008), la mitad que la obtenida para POD de uva (271.9 kJ/mol; 
Fortea y col., 2009) o tres veces inferior a la POD de patata y zanahoria (478 
kJ/mol; Anthon y Barrett, 2002). Sin embargo, fue similar a la POD de melón 
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Amarillo (160 kJ/mol; Chisari y col, 2008), pimiento (151 kJ/mol; Serrano-Martínez 
y col., 2008) o alga roja (121.6 kJ/mol; Fortea y col., 2011). 

Para POD soluble, el valor de Ea obtenido fue 38.5 kJ/mol, claramente 
inferior al valor de Ea analizado para el caso de POD ligada (143.1 kJ/mol). 

El rango de temperatura necesario para la inactivación de POD ligada 
estuvo entre 50-80 ˚C. Este rango fue superior al observado para POD de alga roja 
(30-50 ˚C; Fortea y col., 2011), y pimiento (30-60 ˚C; Serrano-Martínez y col., 2008) 
pero similar a POD de uva (60-80 ˚C; Fortea y col., 2009), fresa (50-80 ˚C; Chisari y 
col., 2007) y melón (40-70 ˚C; Chisari y col., 2008). Los resultados de estabilidad 
térmica indicaron que POD ligada de lombarda es más termoestable que las PODs 
de alga roja o pimiento, pero similar a la de uva, fresa o melón. El rango de 
temperatura necesario para la inactivación de POD soluble estuvo entre 30-80 ˚C, 
pero solamente durante unos pocos segundos a cada temperatura analizada (0-50 
segundos), a diferencia de POD ligada donde el tiempo de tratamiento en las 
diferentes temperaturas fue claramente superior (0-2000 segundos). 

La inactivación se expresa mediante el valor D, que es el tiempo necesario 
para reducir la actividad enzimática al 10% de su valor original. La temperatura 
necesaria para un valor D de 5 minutos, en el caso de POD ligada fue 76.6 ˚C. 
Valor muy superior al de POD de alga roja (48.4 ˚C; Fortea y col., 2011) y pimiento 
(44.5 ˚C; Serrano-Martínez y col., 2008), similar a los observados para POD de uva 
(75 ˚C; Fortea y col., 2009), patata y zanahoria (80 ˚C; Anthon y Barrett, 2002), 
melón (70 ˚C; Chisari y col., 2008) y fresa (80 ˚C; Chisari y col., 2007). La 
temperatura necesaria para alcanzar este valor D de 5 minutos para POD soluble 
fue 30.2 ˚C, claramente inferior al valor en POD ligada (76.6 ˚C). 
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3.3.2. Col blanca 

Con el objetivo de comparar los resultados obtenidos para las PODs del 
género Brassica oleracea, se procedió a la extracción de POD de col blanca, ya que 
tanto la caracterización cinética como el estudio del efecto de CDs sobre la 
actividad enzimática, no habían sido descritos en la literatura al igual que ocurría 
con lombarda. La extracción de las enzimas (POD ligada y soluble) se llevó a cabo 
usando el mismo procedimiento que en el caso de lombarda. 

3.3.2.1. Extracción, efecto de pH y SDS. 

La extracción de POD de col blanca se llevó a cabo en dos fases: por una 
parte, en medio tamponado se extrajo la POD soluble y por otra parte, utilizando 
TX-114 para hacer la digestión de las membranas celulares, se extrajo POD ligada 
a membranas. 

En la Tabla 3.2 se muestran los resultados obtenidos en cuanto a proteína, 
actividad enzimática total y actividad específica en cada una de las partes.  

La cantidad de proteínas solubles extraídas en medio tamponado 
(sobrenadante), partiendo de 50 g de col blanca fue de 114 mg y las unidades de 
enzima totales 400, lo que supuso una actividad específica de 3.5 U/mg.  

En el caso de POD ligada (extraída a partir de los restos de col blanca 
tratados con TX-114) se obtuvieron 65 mg de proteína, con 330 unidades 
enzimáticas y por tanto, una actividad específica de 5 U/mg.  

 
Tabla 3.2. Actividad específica y total de POD ligada y soluble de col blanca. 

Formas Enzimáticas Vol 

(mL) 

Proteína 

total (mg) 

Actividad 

totala (U) 

Actividad 

específica(U/mg) 

Sobrenadante 

(POD soluble) 

62 114 400 3.5 

Sobrenadante 4% 

TX-114 (POD ligada) 

12 65 330 5 

aABTS como donador. 
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Estos resultados indicaron que en el caso de las proteínas ligadas a 
membrana extraídas con TX-114, POD es más abundante proporcionalmente 
hablando, que en el caso de las proteínas solubles extraídas sólo con tampón.  

Los resultados obtenidos son similares a los observados en col China 
(Kharatmol y Pandit, 2012), cuyo contenido proteico (5 mg/mL) es similar a POD 
ligada en col (5.4 mg/mL). En el caso de col verde, el resultado obtenido fue 
similar al de POD soluble (Kharatmol y Pandit, 2012). 

El estudio de col blanca también se llevó a cabo usando ABTS como 
donador y H2O2 como aceptor de electrones. El pH del medio cambia el estado de 
ionización de las cadenas laterales de los aminoácidos, y por tanto, la estructura 
tridimensional de la enzima. Además el pH también altera la ionización del 
sustrato (Ajila y Prasada-Rao, 2009). Por estas razones, es muy importante realizar 
un estudio del efecto del pH en la caracterización de las enzimas. 

La Figura 3.14A muestra el perfil de pH para la oxidación de ABTS por 
POD ligada (círculos negros) en un rango de pH comprendido entre 3.0 y 9.0. El 
pH óptimo para la enzima fue 4.0. Tanto por encima como por debajo de este pH, 
la actividad de la enzima cayó hasta valores muy próximos e incluso 0. Por 
encima de pH 6.0, la enzima no mostró actividad alguna. El pH óptimo para POD 
soluble (Figura 3.14B, círculos negros), fue similar al de POD soluble POD de 
lombarda (Fortea y col., 2012), fruto de marula (Mdluli, 2004), pimiento (Serrano-
Martínez y col., 2008) o alga roja (Fortea y col., 2011). Por tanto, el valor de pH 
óptimo para PODs de col blanca se encuentra dentro del rango de pHs descritos 
previamente en la literatura para PODs procedentes de otras fuentes vegetales. 
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Figura 3.14.  (A)Efecto del pH en la actividad enzimática de POD ligada en ausencia (●) o 

en presencia (○) de SDS 1 mM. (B) Efecto del pH en la actividad enzimática de 

POD soluble en ausencia (●) o en presencia (○) de SDS 1 mM. El medio de 

reacción, contenía a 25 ˚C 100 mM de tampón acetato sódico (pH 3.0-5.0), 100 mM 
de tampón fosfato sódico (pH 6.0-7.5) ó 100 mM de tampón borato sódico (pH 8.0-

9.0), 20 µg/mL de proteína, ABTS 4 mM, H2O2 4 mM y tropolona 0.2 mM, en un 

volumen final de 1 mL. 
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El perfil de pH también fue analizado en presencia de SDS 1.0 mM para 
tanto POD ligada (Figura 3.14A, círculos blancos) como POD soluble (Figura 
3.14B, círculos blancos). A esta concentración de SDS, ambas enzimas fueron 
inactivadas en todo el rango de pH estudiado. 

La actividad de ambas enzimas fue dependiente de la concentración de SDS 
en el medio de reacción (Figura 3.15). Cuando se comparó el efecto de la 
concentración de SDS en POD ligada (círculos negros) y POD soluble (círculos 
blancos) de col blanca, se observó un efecto inhibitorio más acusado en el caso de 
POD ligada que soluble. Para POD ligada, con una concentración de SDS 0.1 mM 
se produjo una inhibición del 75%, mientras que en el caso de POD soluble, a esa 
misma concentración de detergente, el % de inhibición fue mucho menor (17%). 
La inactivación total de ambas enzimas se alcanzó a una concentración de 0.7 mM 
de SDS. Esta inactivación se debe a los cambios conformacionales que se 
producen en la proteína como consecuencia de la interacción con las moléculas de 
detergente. 

 
 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Figura 3.15. Efecto de la concentración de SDS en la actividad enzimática de POD ligada 

(●) y soluble (○) a pH óptimo (4.0). El medio de reacción contenía a 25 ˚C, tampón 

acetato 100 mM, 20 µg/mL de proteína, ABTS 4 mM, H2O2 4 mM, tropolona 0.2 

mM y concentraciones crecientes de SDS de 0 a 1.0 mM. 
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3.3.2.2. Caracterización cinética. 

Para determinar la afinidad de las PODs de col blanca por sus sustratos 
ABTS y H2O2, se calcularon los parámetros cinéticos Vm y KM mediante el ajuste 
de los puntos experimentales de la Figura 3.16 a la ecuación de Michaelis-Menten 
(3.1). El ensayo se llevó a cabo al pH óptimo de la enzima (4.0). La Figura 3.16A 
muestra la variación de la velocidad de la reacción frente a la concentración de 
H2O2 para POD ligada. Cuando aumentó la concentración de H2O2 en el medio, 
manteniendo fija la concentración de ABTS (4 mM), la velocidad de la reacción 
aumentó hasta alcanzar la saturación. El valor de KM para el H2O2 fue 1.1 mM, 
superior al descrito para POD ligada de lombarda (0.82 mM) (Fortea y col., 2012). 
Este perfil cinético contrasta con la inhibición por alta concentración de  H2O2 

observada para POD de otras fuentes vegetales (rábano,  Hiner y col., 1996 o alga 
roja, Fortea y col., 2011). El valor de KM es una medida que nos indica la robustez 
del complejo enzima-sustrato. Un valor alto de KM indica menor afinidad de la 
enzima por el sustrato. 

La Figura 3.16B, muestra el perfil de variación de ABTS para POD ligada. El 
valor de KM para ABTS fue 0.43 mM, superior al observado para POD ligada de 
lombarda (0.2 mM) (Fortea y col., 2012). En este caso, la enzima tampoco presentó 
inhibición por alta concentración de sustrato. 

En el caso de POD soluble, la velocidad de oxidación de ABTS también fue 
dependiente de la concentración de H2O2 presente en el medio (Figura 3.16C). El 
valor de KM para H2O2 fue 0.62 mM,  inferior al de POD soluble de lombarda (0.98 
mM) (Fortea y col., 2012), lo que indica una mayor afinidad de POD soluble de col 
blanca por H2O2. 

Finalmente, cuando se varió la concentración de ABTS entre 0 y 7 mM 
(Figura 3.16D), a una concentración fija saturante de H2O2 (4 mM), la velocidad de 
la reacción aumentó hasta llegar a saturación. El valor de KM para ABTS fue 0.92 
mM, superior al obtenido para POD ligada y superior al de POD soluble de 
lombarda (0.61 mM) (Fortea y col., 2012), lo que indicó una menor afinidad de 
POD soluble de col blanca por ABTS. 
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Figura 3.16. (A) Efecto de la concentración de H2O2 en la actividad enzimática de POD ligada. 

El medio de reacción contenía a 25 ˚C, tampón acetato 100 mM (pH 4.0), 20 µg/mL de 

proteína, ABTS 4 mM, tropolona 0.2 mM y concentraciones crecientes de H2O2 de 0 a 7 
mM  (B) Efecto de la concentración de ABTS. El medio de reacción contenía a 25 ˚C, 

tampón acetato 100 mM (pH 4.0), 20 µg/mL de proteína, H2O2 4 mM, tropolona 0.2 mM y 

concentraciones crecientes de ABTS de 0 a 6 mM  (C) Efecto de la concentración de H2O2 

en la actividad enzimática de POD soluble. El medio de reacción contenía a 25 ˚C, tampón 

acetato 100 mM (pH 4.0), 20 µg/mL de proteína, ABTS 4 mM, tropolona 0.2 mM y 

concentraciones crecientes de H2O2 de 0 a 7 mM  (D) Efecto de la concentración de ABTS. 
El medio de reacción contenía a 25 ˚C, tampón acetato 100 mM (pH 4.0), 20 µg/mL de 

proteína, H2O2 4 mM, tropolona 0.2 mM y concentraciones crecientes de ABTS de 0 a 7 

mM. 
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3.3.2.3. Efecto de inhibidores. 

Para completar el estudio de POD ligada y soluble de col blanca, se analizó 
el efecto de varios agentes reductores (ácido ascórbico, L-cisteína y metabisulfito) 
sobre su actividad (Figura 3.17A, B, C, D). Según los resultados obtenidos, el 
ácido ascórbico fue el modulador más efectivo de la actividad enzimática (Figura 
3.17A y B, triángulos negros), alcanzando el 100% de inhibición con 0.12 mM de 
ácido ascórbico en el caso de POD soluble y con 0.1 mM para POD ligada. La 
inhibición producida por metabisulfito fue inferior en ambos casos (Figura 3.17C 
y D), alcanzando el 100% de inhibición con 4 mM de metabisulfito en el caso de 
POD soluble y 3 mM para POD ligada. Este tipo de inhibición se debe a la 
reacción de estos compuestos con el radical de ABTS+· para dar lugar a un 
producto estable y/o por la unión al centro activo de la enzima.  

La inhibición producida por L-cisteína en el caso de POD ligada (Figura 
3.17A, círculos negros) fue similar a la observada en el caso de POD soluble 
(Figura 3.17B, círculos).  

La Tabla 3.3 muestra la concentración de agentes reductores que produce la 
inhibición enzimática total en las PODs de lombarda y col blanca. Los resultados 
son similares en el caso de ácido ascórbico y metabisulfito, pero existen 
importantes diferencias en el caso de L-cisteína. 

Tabla 3.3.  Comparación de la inhibición provocada por los diferentes agentes  

reductores en PODs de lombarda y col blanca. 

 

Agentes 

reductores 

Col 

POD ligada 

100% Inhibición 

Lombarda 

POD ligada 

100% Inhibición  

Col  

POD Soluble 

100% Inhibición 

Lombarda   

POD Soluble 

100% inhibición 

    Ácido ascórbico (mM) 0.1  

3  

0.3  

3.5  

0.12  

4  

0.2  

3.5  Metabisulfito (mM) 

L-Cisteína (mM) 0.15    1  0.175  2  

 
La inhibición completa de la actividad enzimática producida por ácido 

ascórbico para POD ligada de col blanca se obtuvo a una concentración de 0.1 
mM, sin embargo para POD ligada de lombarda, la concentración fue 0.3 mM. En 
el caso de la forma soluble, la inhibición total de la actividad enzimática se 
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observó a una concentración de 0.12 mM de ácido ascórbico en col blanca y 0.2 
mM para POD soluble de lombarda. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3.17. (A) Efecto inhibidor de ácido ascórbico (▲) y L-cisteína (●) en POD ligada 

(B) Efecto inhibitorio de los agentes reductores en POD soluble. El medio de 

reacción estándar a 25 ºC contenía, tampón acetato 100 mM pH 4.0, 20 µg/mL de 

enzima ABTS 4 mM, H2O2 4 mM, tropolona 0.2 mM, y agentes reductores [ácido 
ascórbico (▲) y L-cisteína (●). (C) Efecto inhibidor de metabisulfito (■) en POD 

ligada. (D) Efecto inhibitorio de metabisulfito (■) en POD soluble. 

 

[Agentes reductores] mM

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16 0.18 0.20

A
ct

iv
id

ad
 re

si
du

al
 (%

)

0

20

40

60

80

100 B

[Metabisulfito] mM

0 1 2 3 4

A
ct

iv
id

ad
 re

si
du

al
 (%

)

0

20

40

60

80

100 D

[Agentes reductores] mM

0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 0.16

A
ct

iv
id

ad
 re

si
du

al
 (%

)

0

20

40

60

80

100 A

[Metabisulfito] mM

0 1 2 3

A
ct

iv
id

ad
 re

si
du

al
 (%

)

0

20

40

60

80

100 C



 
 
 
 
 
120                                                                 JOSÉ ANTONIO PELLICER BALSALOBRE                                 

 

Por lo que respecta a metabisulfito, la concentración que provocó la 
inhibición total de la actividad de POD ligada de col blanca fue 3 mM y para POD 
ligada de lombarda 3.5 mM. Por lo que respecta a la forma soluble, la 
concentración de metabisulfito fue 4 mM para col blanca y 3.5 mM para 
lombarda. 

Las diferencias más significativas se aprecian en el caso de L-cisteína, para 
POD ligada de col blanca, la concentración de este agente reductor que inhibió la 
actividad por completo fue 0.15 mM, sin embargo para POD ligada de lombarda, 
esta concentración fue 1 mM. Las diferencias son más grandes en el caso de la 
forma soluble de POD. Para col blanca la concentración de L-cisteína que provocó 
un 100% de inhibición fue 0.175 mM y en el caso de lombarda fue 2 mM. 

3.3.2.4. Efecto de CDs. 

En el caso de PODs ligada y soluble de col blanca, también se estudió el 
efecto de la presencia de CDs en el medio de reacción. Tal y como se ha descrito 
anteriormente (Fortea y col., 2012), el sustrato ABTS puede ser atrapado en el 
interior de la cavidad hidrofóbica de las CDs. Esta complejación explica la 
disminución en la actividad enzimática de POD ligada (Figura 3.18A) y soluble 
(Figura 3.18B) de col blanca que se observó cuando se ensayó el medio de 
reacción estándar en presencia de concentraciones crecientes de HP-β-CDs.  

Los datos obtenidos en las Figuras 3.18A y B se ajustaron a la ecuación 
modificada de Michaelis-Menten (3.3) en la que la concentración de sustrato había 
sido sustituída por la concentración de sustrato libre ([ABTS]l).  

La ecuación 3.3 muestra una relación no lineal entre la velocidad y la 
concentración de CDs ([CD]t), tal y como se corroboró experimentalmente, en los 
datos que se muestran en la Figura 3.18. Usando los datos obtenidos para POD 
ligada y soluble y ajustándolos a la ecuación 3.3 por regresión no lineal, se obtuvo 
un valor de 303 ± 12 M-1 para la constante de complejación (Kc) entre ABTS y HP-
-CDs. El hecho de que con ambas PODs de col blanca se obtuviera el mismo 
valor de Kc, junto con el hecho de que los datos experimentales se ajusten 
perfectamente a la ecuación 3.3, puso de manifiesto que el efecto inhibidor que las 
CDs ejercían sobre la actividad enzimática venía dado por la complejación del 
sustrato ABTS en su interior y no por interacciones de las CDs con la proteína.  
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Este valor de Kc es similar al obtenido en el caso de lombarda (312 M-1) (Fortea y 
col., 2012). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3.18. (A) Efecto de concentraciones crecientes de HP-β-CDs (0-40 mM) y ABTS [1 

mM (●), 3 mM (■) ó 5 mM (▲) en la actividad enzimática de POD ligada. (B) 

Efecto de la concentración de HP-β-CDs en la actividad enzimática de POD soluble. 
El medio de reacción estándar a 25 ºC contenía, tampón acetato 100 mM pH 4.0, 20 

µg/mL de proteína, H2O2 4 mM, concentraciones crecientes de HP-β-CDs (0-40 

mM) y ABTS [0.5 mM (●), 2 mM (■), 4 mM (▲) ó 6 mM (○)].  
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3.3.2.5. Temperatura óptima. 

POD es una de las enzimas más termorresistentes en vegetales. Sin 
embargo, la resistencia de una enzima a la temperatura depende de las 
condiciones de ensayo, pH, sustrato, etc. La temperatura óptima se determinó 
para POD ligada y soluble de col blanca. Esta temperatura óptima fue de 45 ˚C 
para POD ligada (Figura 3.19, ●), que es un valor similar al obtenido para POD 
ligada de lombarda (Fortea y col., 2012). La temperatura óptima de POD soluble 
fue 30 ˚C (Figura 3.19, ○), igual que en el caso de POD soluble de lombarda 
(Fortea y col., 2012).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 3.19. Temperatura óptima para POD ligada (●) y soluble (○). 

 3.3.2.6. Estabilidad térmica. 

El estudio de las PODs de col blanca se completó con el análisis de su 
estabilidad térmica. Como en el caso de PODs de lombarda, los puntos 
semilogarítmicos de la actividad residual de POD ligada (Figura 3.20A) y soluble 
(Figura 3.20B) disminuyeron de forma lineal con el tiempo de calentamiento, a 
todas las temperaturas estudiadas. Este resultado indicó que la inactivación 
térmica de la enzima se produce a través de un proceso de primer orden. El hecho 
de que todas las líneas confluyan en un punto común indica que se está midiendo 
la inactivación de una única isoenzima en cada caso.  
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Figura 3.20. (A) Inactivación térmica de POD ligada. Actividad residual de POD frente al 

tiempo de calentamiento a 40 ºC (●), 50 ºC (■), 60 ºC (○) y 70 ºC (□). (B) 

Inactivación térmica de POD soluble. Actividad residual de POD frente al tiempo de 

calentamiento a 30 ºC (●), 40 ºC (■), 50 ºC (○), 60 ºC (□) y 70 ºC (▲).El medio de 
reacción estándar a 25 ºC contenía, tampón acetato 100 mM pH 4.0, 20 µg/mL de 

enzima, ABTS 4 mM, H2O2 4 mM y tropolona 0.2 mM. 
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A partir de las pendientes de las rectas de la Figura 3.20, mediante regresión 
lineal, se calculó la constante de inactivación (k) a partir de la ecuación 3.12. 
Cuando los valores de k se representaron en la gráfica de Arrhenius (Figura 3.21), 
se obtuvo una línea recta para ambos tipos de POD, ligada (●) y soluble (○) 
(Figura 3.21). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.21. Representación de Arrhenius de la tasa de 

inactivación  de POD ligada (●) y soluble (○). 

 
Esta representación lineal que se obtuvo en ambas PODs de col blanca, 

contrasta con la curvatura obtenida en otros vegetales como POD de patata 
(Anthon y Barrett, 2002) o uva (Fortea y col., 2009). Pero es similar a la obtenida 
en el caso de POD de pimiento (Serrano-Martínez y col., 2008), alga roja (Fortea y 
col., 2011) o lombarda (Fortea y col., 2012).  

La explicación para esta linealidad en la representación de Arrhenius en 
ambas isoenzimas de POD, se debe al hecho de que la inactivación se produce a 
través de un único mecanismo dependiente de la temperatura, como es el 
desplegamiento de las proteínas. Sin embargo, cuando en la representación de 
Arrhenius se observa una curvatura, indica que la inactivación se está 
produciendo a través de varios mecanismos, cada uno con una dependencia de 
temperatura diferente.  
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La Ea se calculó a partir de la pendiente de la representación de Arrhenius 
mediante la ecuación 3.13. En el caso de POD ligada, el valor obtenido de Ea fue 
153.1 kJ/mol, por lo que respecta a POD soluble este valor fue 49.1 kJ/mol. 

El rango de temperatura necesario para la inactivación de POD ligada 
estuvo comprendido entre 40 y 70 ˚C, similar al obtenido en POD ligada en 
lombarda (50-80 ˚C). En el caso de POD soluble este rango osciló entre 30-70 ˚C, 
similar al de POD soluble en lombarda (30-80 ˚C) (Fortea y col., 2012). 

En algunos casos, la inactivación se expresa como el valor D, que es el 
tiempo necesario para reducir la actividad enzimática al 10% de su valor original. 
La temperatura necesaria para un valor D de 5 minutos en el caso de POD ligada 
fue 67.1 ˚C, que fue un valor claramente inferior al obtenido para POD ligada de 
lombarda (76.6 ˚C). En el caso de POD soluble, este valor fue 35.8 ˚C, que en este 
caso es superior al observado para POD soluble de lombarda (30.2 ˚C) (Fortea y 
col., 2012). 
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CAPÍTULO IV. USO DE CDs EN MICROENCAPSULACIÓN DE 
AROMAS 

4.1 INTRODUCCIÓN 

La microencapsulación consiste en el recubrimiento de un componente 
sólido, líquido o gaseoso mediante un material encapsulante, con el objetivo de 
formar una partícula que ofrezca protección frente al oxígeno, calor, humedad o 
luz y proporcionar una separación físico-química entre el material encapsulado y 
otros compuestos. Según Gharsallaoui y col., 2007, la microencapsulación es un 
proceso en el que pequeñas gotas de un compuesto son atrapadas en el interior de 
delgadas membranas formadas por agentes de uso alimentario. Las 
microcápsulas que se obtienen son, en general, pequeñas esferas con diámetros 
comprendidos entre micras y milímetros y su estructura y forma dependen del 
material encapsulante utilizado así como de la técnica de secado (Figura 4.1) 

 

Figura 4.1. Diferentes tipos de micropartículas obtenidas dependiendo de los  

materiales encapsulantes y de la técnica de secado utilizada (Vasisht, 2014). 
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Existe un amplio rango de materiales de cubierta de uso alimentario. Los 
más importantes se dividen en 4 categorías: hidratos de carbono, gomas, lípidos y 
proteínas.  

Entre los carbohidratos más empleados en la industria alimentaria destacan: 
almidón (Loksuwan, 2007), maltodextrinas (MDs) (Fang y Bhandari, 2012), 
chitosan (Estevinho y col., 2014), celulosa (Jin, Xia y Zhao, 2012), dextrano (Yang y 
col., 2012), almidones modificados (Carneiro y col., 2013) y CDs (Yatsu y col., 
2013).  

Además de los hidratos de carbono, las gomas juegan un papel muy 
interesante en la encapsulación de diferentes compuestos. Las más utilizadas son: 
goma arábiga (GA) (Kanakdande, Bhosale y Singhal, 2007), goma xantana (GX) 
(Zhao y col., 2015), goma guar (Roos y col., 2008), alginato (Bagheri y col., 2014) y 
carragenano (Krishnaiah, Sarbatly y Nithyanandam, 2012). 

Los lípidos son menos empleados como agentes encapsulantes, de entre 
ellos, los más utilizados suelen ser las parafinas (Borreguero y col., 2011).  

Respecto a las proteínas destacan: caseína (Chen, Zhang y Zhong, 2015), 
gelatina (Su y col., 2008) y gluten (Linarés, Larré y Popineau, 2001). 

Las principales técnicas de encapsulación de componentes alimentarios y 
aromas son: secado por aspersión, liofilización, lecho fluido, extrusión, 
coacervados, cocristalización, liposomas y complejos de inclusión con CDs (Desai 
y Park, 2005). 

La importancia de la microencapsulación de componentes alimentarios y 
aromas en la industria alimentaria se puede resumir en seis puntos 
fundamentales (Shahidi y Han, 1993): 

 Reducir la reactividad del núcleo frente a factores externos para 
protegerlo frente a la degradación. 

 Disminuir la tasa de evaporación del núcleo. 
 Evitar alteraciones en las características del material original que 

puedan deberse a su manipulado. 
 Controlar la liberación del material encapsulado para lograrla en el 

momento adecuado. 
 Ocultar malos sabores. 
 Diluir el material encapsulado cuando tenga que ser usado en 

pequeñas cantidades. 
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4.2. TÉCNICAS DE MICROENCAPSULACIÓN 

Existe un gran número de técnicas de encapsulación disponibles para su 
utilización en la industria alimentaria. Algunas de las más comunes son: el secado 
por aspersión y la liofilización. Es muy importante elegir la técnica de 
microencapsulación adecuada teniendo en cuenta el compuesto/s objeto de 
encapsulación y las ventajas y desventajas que ofrece cada proceso. 

4.2.1. Secado por aspersión (Spray Drying). 

La aplicación del proceso de secado por aspersión en la microencapsulación, 
implica tres etapas fundamentales: preparación de la emulsión que será 
procesada posteriormente, homogeneización de la misma y atomización en la 
cámara de secado. Sin embargo, de acuerdo con Shahidi y Han (1993), este tipo de 
secado incluye cuatro etapas: preparación de la emulsión, homogeneización, 
atomización de la emulsión y deshidratación de las partículas atomizadas. 

La primera etapa es la formación de una emulsión estable entre el material a 
encapsular y los agentes encapsulantes. La mezcla, que será atomizada, se 
prepara mediante la dispersión de los compuestos a encapsular, que 
generalmente son hidrofóbicos, en una disolución de agentes encapsulantes. La 
emulsión será entonces calentada y homogeneizada, con o sin la presencia de un 
agente emulsionante, dependiendo de las características de nuestro material. 
Antes de secar, la emulsión que se prepara tiene que ser estable durante un cierto 
periodo de tiempo y la viscosidad debe ser la adecuada para evitar la inclusión de 
aire en las partículas que se forman (Drusch, 2007). La viscosidad de la emulsión 
y el tamaño de partícula tienen efectos significativos en la microencapsulación 
mediante esta técnica. Altas viscosidades interfieren con la atomización y dan 
lugar a la formación de gotas alargadas y grandes que afectan de manera negativa 
a la tasa de secado. La retención de los compuestos a encapsular durante la 
microencapsulación se ve afectada por la composición y las propiedades de la 
emulsión y las condiciones de secado. 

La emulsión obtenida, es atomizada en el interior de la cámara de secado y 
la evaporación del solvente, generalmente agua, da lugar a la formación de las 
microcápsulas. A la vez que las partículas van cayendo en la cámara, van 
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adquiriendo la forma esférica con el compuesto encapsulado en el interior. El 
pequeño tiempo de exposición y la rápida evaporación del agua, mantienen la 
temperatura del interior de la partícula en unos 40 ˚C, a pesar de que la 
temperatura de entrada es superior a los 100 ˚C para poder evaporar el contenido 
acuoso (Gharsallaoui y col., 2007) (Figura 4.2A). 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4.2.  (A)Secador por aspersión utilizado en los experimentos llevados a cabo en esta  

Tesis Doctoral (Mini Spray Dryer Buchi B-290). (B) Liofilizador empleado en los  

experimentos realizados en la Tesis Doctoral (Christ Alpha 1-2 LDplus). 

 
Para obtener una buena eficacia de microencapsulación, hay que tener en 

cuenta las variables que intervienen en el proceso de secado por aspersión. Los 
principales factores son: temperatura de la emulsión, temperatura de entrada y de 
salida (Liu y col., 2004). De hecho, la temperatura de la emulsión modifica su 
viscosidad, su fluidez y su capacidad para ser atomizada homogéneamente. 
Cuando la temperatura de la emulsión aumenta, la viscosidad y el tamaño de las 
gotas debería disminuir, pero altas temperaturas dan lugar a la volatilización y 
degradación de algunos componentes termosensibles. La velocidad a la que la 
emulsión entra en la cámara de secado es otra variable a ser ajustada para 
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asegurar que cada gota adquiere el adecuado nivel de secado antes de entrar en 
contacto con la superficie de la cámara. 

Además, es importante el ajuste de la temperatura de entrada así como el 
flujo (Zbicinski y col., 2002). De hecho, la temperatura de entrada es directamente 
proporcional a la tasa de secado de la microcápsula y al contenido final de agua. 
Cuando la temperatura de entrada es baja, la baja tasa de evaporación da lugar a 
la formación de microcápsulas con membranas de alta densidad, alto contenido 
de agua, mala fluidez y facilidad para formar aglomerados. Sin embargo, una 
temperatura de entrada muy alta causa una excesiva evaporación, lo que da lugar 
a la rotura de la membrana con la consecuente liberación prematura y 
degradación de los compuestos encapsulados. 

La temperatura en la zona final o también llamada temperatura de escape, 
se considera como el control del secador. Es bastante difícil predecir esta 
temperatura ya que depende de las características del material. A diferencia de lo 
que ocurre con la temperatura de entrada, la de salida no puede ser controlada 
directamente. La temperatura ideal para la microencapsulación de componentes 
alimentarios como aromas se ha descrito en el intervalo de 50 a 80 ºC. Las mejores 
condiciones de secado son las que aseguran una buena relación entre alta 
temperatura de entrada, alta concentración de sólidos y fácil pulverización y 
secado sin rotura de las partículas (Bimbenet, Bonazzi y Dumoulin, 2002). 

La principal limitación del secado por aspersión podría ser el hecho de que 
con esta técnica se producen polvos muy finos que, en algunos casos necesitan un 
procesado posterior, como en el caso de los aglomerados.  

Esta técnica se usa en un amplio rango de industrias, siendo especialmente 
importante en la industria alimentaria donde se ha usado para microencapsular 
diferentes compuestos: licopeno (Aguiar, Fávaro-Trindade y Ferreira, 2012), β-
caroteno (Loksuwan, 2007), alicina (Wang y col., 2012), aromas como limoneno 
(Soottintantawat y col., 2005), linaza (Carneiro y col., 2013), café (Frascareli y col., 
2012), extracto de té (Nadeem, Torun y Ozdemir, 2011) o extracto de guava 
(Osorio, Forero y Carriazo, 2011), pimienta negra (Shaikh, Bhosale y Singhal, 
2006) y cardamomo (Krishnan, Bhosale y Singhal, 2005). 

Una de las principales ventajas de esta técnica está asociada al coste de la 
misma, ya que comparada con otros métodos de encapsulación, el secado por 
aspersión es quizás una de las más económicas. Otra ventaja es la cantidad de 
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agentes encapsulantes que hay disponibles en el mercado (MDs, CDs, gomas, 
proteínas, etc.). Sin embargo, es importante tener en cuenta la solubilidad en agua 
de todos estos agentes encapsulantes antes de empezar el proceso de 
microencapsulación. Una desventaja que presenta esta técnica es que una parte de  
los compuestos aromáticos pueden perderse durante el secado, lo que causaría 
cambios en el sabor y aroma del producto final (Madene y col., 2006). 

4.2.2. Liofilización. 

La técnica de liofilización es uno de los procesos más usados para el secado 
de compuestos termosensibles, que además son inestables en disolución acuosa 
(Figura 4.2B). Al comenzar el proceso, la superficie de la solución se convierte en 
un sólido en que la difusión selectiva es posible. Buffo y Reineccius (2001), 
compararon diferentes técnicas de secado para encapsular aceite de naranja 
prensado en frio con goma acacia y almidón modificado. Ellos concluyeron que la 
liofilización es el proceso que proporciona las propiedades más adecuadas al 
polvo obtenido.  

Sin embargo, y a pesar de los diversos estudios que señalan a esta 
tecnología como adecuada para la microencapsulación, es una tecnología menos 
atractiva que otras debido al coste, que es aproximadamente 50 veces superior al 
de secado por aspersión. La aplicabilidad comercial está también bastante 
restringida por el excesivo tiempo de procesado (Jacquot y Pernetti, 2003). 

Algunos ejemplos de microencapsulación mediante liofilización se 
encuentran en la preservación de compuestos termolábiles como son crocin, 
pirocrocin y safranal, en el caso del azafrán. El alto coste de esta técnica se podría 
compensar por las mínimas pérdidas de estos compuestos en el producto final 
(Acar, Sadikoglu y Doymaz, 2015). Las antocianinas de arándano (Vaccinium 
angustifolium) también se han microencapsulado usando liofilización como técnica 
de secado con el objetivo de estudiar la influencia de esta técnica en su actividad 
biológica (Correa-Betanzo y col., 2015). En el caso de ácido gálico, la 
microencapsulación por liofilización se llevó a cabo usando chitosan, β-CDs y GX 
como materiales encapsulantes. Los resultados mostraron que no se perdía 
capacidad antioxidante durante el proceso, resultando chitosan el mejor 
encapsulante de todos los estudiados (Gonçalves da Rosa y col., 2013). En el caso 
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de aceite de lino, la microencapsulación se llevó a cabo mediante secado por 
aspersión y liofilización, usando zeína como encapsulante. Los resultados 
mostraron que la eficacia del proceso estaba afectada por la relación zeína/aceite 
de lino, siendo el secado por aspersión la técnica que ofreció mejores resultados 
de eficacia de encapsulación (Quispe-Condori, Saldaña y Temelli, 2011). También 
se ha microencapsulado con esta técnica zumo de limón con diferentes agentes 
encapsulantes, obteniendo buenos resultados con MDs y GA (Silva y col., 2013). 

4.2.3. Lecho fluido. 

El proceso de lecho fluido es usado de forma habitual en la industria 
farmacéutica y cosmética, ambas industrias con un presupuesto netamente 
superior para la producción de compuestos encapsulados con esta tecnología que 
la industria alimentaria, donde su uso está orientado a la encapsulación de 
aromas (Dezarn, 1998). La fluidización se produce cuando se aplica un flujo de 
fluido hacia arriba a través de un lecho de partículas, que llega a suficiente 
velocidad para soportar las partículas sin caer a la corriente de fluido. El lecho de 
partículas asume entonces las características de un líquido en ebullición, de ahí el 
término de fluidización (Dewettinck y Huyghebaert, 1999). 

Esta tecnología permite una distribución del tamaño de partícula específica 
en el producto. Ventajas que presenta esta tecnología (Mujumdar y Devahastin, 
2000):  

 Altas tasas de secado debido al buen contacto entre gas y partícula, dando 
lugar a transferencias de calor y de masa adecuadas. 

 Menor área de flujo. 
 Alta eficiencia térmica, se necesita menos dinero para su mantenimiento. 
 Facilidad de control. 

 
La tecnología de lecho fluido fue desarrollada por primera vez por Wurster 

en los años 50, por lo que hoy en día aún se conoce como “Proceso Wurster”. 
Existen tres metodologías diferentes: top-spray, bottom-spray y spray tangencial 
(Figura 4.3).  
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Figura 4.3. Lecho fluido tipo “top-spray”, “bottom-spray” y spray tangencial. 

 
El aire pasa a través de un lecho del compuesto a encapsular para 

suspenderlo en el aire y la solución de agentes encapsulantes lo recubre a la vez. 
Las microcápsulas formadas se mueven desde esta zona a la cámara de expansión 
y de allí caen al contenedor donde se recogen las partículas que se han formado. 

El equipo empleado en los experimentos de la presente Tesis Doctoral se 
observa en la Figura 4.4. Es usado para el recubrimiento de partículas con 
tamaños menores de 100 micras. En este método, las partículas pasan por la zona 
de recubrimiento a una tasa más alta que en el método anterior, de tal modo que 
el patrón de fluidización es más controlado que el lecho fluido tipo top-spray. La 
ventaja que aporta este método es que el camino del material encapsulante hacia 
los compuestos a encapsular es muy corto. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Top spray Bottom spray Spray tangencial 
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Figura 4.4. Equipo de lecho fluido empleado en los experimentos llevados a cabo  

en la presente Tesis Doctoral (Freund-Vector VFC-LAB Micro Flo-Coater®). 

 
Es el método más adecuado para encapsular aromas mediante secado por 

aspersión ya que los agentes encapsulantes que se usan con compuestos 
aromáticos se disuelven fácilmente y forman fuertes puentes intrapartícula al 
pasar por lecho fluido (Buffo y col., 2002).  

Esta técnica se usa para encapsular componentes nutricionales como 
vitamina C, vitaminas del grupo B, sulfato ferroso, fumarato ferroso, ascorbato de 
sodio o cloruro potásico. Estos compuestos se usan como suplementos 
nutricionales. En el caso de productos de panadería, también se usa para 
encapsular los componentes del sistema de fermentación como: vitamina C, ácido 
acético, ácido láctico, sorbato potásico, ácido sórbico, propionato cálcico y sal (De 
Pauw y col., 1996). En la industria cárnica, se han encapsulado diferentes ácidos 
así como sal usando lecho fluido (Lee y Krochta, 2002). 

El principal problema de esta tecnología es el alto coste del proceso. La 
industria alimentaria tiene que reducir los costos de producción si quiere que esta 
tecnología adquiera más protagonismo en el futuro entre los tecnólogos de 
alimentos. Esta técnica se aplica para revestimientos de fusión en caliente como 
aceite vegetal, estearina, grasas, emulsionantes y ceras o revestimientos basados 
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en cubiertas como almidones, gomas y MDs. Ácido cítrico, ácido láctico, ácido 
sórbico, vitamina C, bicarbonato de sódio y sal encapsulados mediante esta 
técnica se añaden a galletas saladas y carnes (Desai y Park, 2005).  

También es posible la combinación del secado por aspersión y el lecho 
fluido. En una primera etapa los compuestos aromáticos son secados por 
aspersión y posteriormente pueden ser recubiertos mediante lecho fluido, lo que 
puede proporcionar mejor protección y vida útil del producto. 

Por ejemplo, las hojas de lima se emplean como hierbas aromáticas e 
ingredientes alimentarios. La técnica de lecho fluido se utilizó para investigar el 
impacto de la técnica de secado en el color del producto final, la retención de 
componentes químicos y vitaminas A y C. Con esta técnica se observó la menor 
pérdida de color comparada con el secado en horno. Tampoco se observó pérdida 
significativa en la composición de aceites esenciales, vitamina A y C (Tasirin y 
col., 2014). 

4.3. AGENTES ENCAPSULANTES 

La selección de los agentes encapsulantes usados en los procesos de 
microencapsulación es uno de los puntos clave de este proceso, ya que la 
estabilidad del compuesto encapsulado se verá afectada por los compuestos que 
hayan sido seleccionados. Además de las características físico-químicas de estos 
compuestos, es importante valorar el coste económico de los mismos, ya que este 
es un factor esencial a la hora de elegir entre los diferentes agentes encapsulantes 
disponibles. El balance efectividad/coste es fundamental en la industria 
alimentaria para obtener un producto final adecuado y con buenas propiedades. 

Según Shahidi y Han 1993, el principal objetivo de los agentes 
encapsulantes es proteger los compuestos de interés de diferentes factores. Los 
compuestos usados como agentes encapsulantes tienen que ser de grado 
alimentario, biodegradables,  capaces de formar una barrera entre la fase interna y 
los alrededores y solubles en agua ya que la mayoría de técnicas usadas para 
secar se llevan a cabo a partir de soluciones acuosas (Gouin, 2004). Otra 
propiedad importante que debe tener un agente encapsulante, es tener una buena 
capacidad de emulsificación y baja viscosidad. Algunos agentes encapsulantes 
tienen buena solubilidad en agua como las MDs, sin embargo tienen que ser 
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combinadas con otros compuestos como gomas o almidones que presentan 
buenas propiedades de emulsión (de Barros Fernandes, Vilela y Alvarenga, 2014).  

La modificación química de agentes encapsulantes es una nueva tendencia 
que tendrá un gran impacto en los próximos años. Por ejemplo, los almidones 
hidrolizados presentan propiedades hidrofílicas, lo que significa que tienen baja 
afinidad por compuestos aromáticos hidrofóbicos. Esta naturaleza hidrofílica 
puede ser modificada mediante la unión de cadenas laterales tipo octenyl para 
aumentar esta afinidad (Drusch y Schwarz, 2006). 

En contraste, las proteínas presentan un carácter anfifílico, lo que resulta 
adecuado para la microencapsulación de compuestos hidrofóbicos. Proteínas 
como caseinato de sodio, proteína de soja o proteína de suero presentan buenas 
propiedades para la microencapsulación (Gharsallaoui y col., 2007). 

4.3.1. Hidratos de carbono. 

Los polisacáridos son polímeros naturales de monosacáridos que difieren en 
el tipo, número, distribución y enlaces de los monómeros en la cadena (Fathi, 
Martín y McClements, 2014). 

4.3.1.1. Maltodextrinas. 

Las MDs son hidrolizados de almidón producidas por la hidrólisis parcial 
del mismo mediante modificación química o enzimática (Goula y Adamopoulos, 
2012). Se clasifican  según el número de equivalentes de dextrosa (DE). Este 
parámetro nos indica la proporción de azúcares reductores presentes en un 
producto con respecto a la dextrosa y oscila entre 5 y 20. Para altos valores de DE 
las cadenas de glucosa son más cortas y esto significa: alto dulzor, alta solubilidad 
y baja resistencia a la temperatura. Estos compuestos han sido usados en la 
industria para microencapsular diferentes compuestos (Tabla 4.1). 
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Tabla 4.1. Compuestos encapsulados usando maltodextrinas. 

MDs Otros 

encapsulantes 

Compuesto 

encapsulado 

Técnica Referencias 

DE 

n.d. 

No Zumo de amla Secado por 

aspersión 

Mishra, Mishra  

y Mahanta, 2014 

DE 16 No Extracto Satureja 
montana 

Secado por 
aspersión 

Vidovic y col., 2014 

DE 10 GA, Almidón, 

Inulina 

Aceite de romero Secado por 

aspersión 

de Barros-Fernandes 

y col., 2014 

DE 

n.d. 

No Hollejo Averrhoa 

carambola 

Secado por 

aspersión y 

liofilización 

Saikia, Mahnot  

y Mahanta, 2015 

DE 10 Almidón,  

Celulosa 

Polvo de salsa de 

soja 

Secado por 

aspersión 

Wang y Zhou, 2015 

DE 20 GA,  

proteína suero 

Pulpa de tamarindo Secado por 

aspersión 

Bhusari, Muzaffar  

y Kumar, 2014 

DE 12  Goma acacia, 

inulina 

Aceite esencial Secado por 

aspersión 

Turchiuli y col., 

2014 

 

DE 10 

 

Gelatina 

 

Zumo de cáctus 

púrpura 

 

Secado por 

aspersión 

Castro-Muñoz, 

Barragán-Huerta y 

Yáñez-Fernández, 
2015 

DE 

n.d. 

No Guava Secado por 

aspersión 

Patil, Chauhan  

y Singh, 2014 

DE 

n.d. 

GA,  

carragenano,  

β-CDs 

Sulforafano Secado por 

aspersión 

Wu y col., 2014 

 
El uso de MDs ofrece importantes ventajas a la hora de microencapsular 

diferentes compuestos como son: bajo coste, aroma y sabor neutros, baja 
viscosidad a alta concentración de sólidos y buena protección de compuestos 
volátiles frente a agentes externos (Krishnan, Krishirsagar y Singhal, 2005). Sin 
embargo, el principal problema de las MDs es su baja capacidad de 
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emulsificación, por ello es interesante combinarlas con otros compuestos que sí 
presentan esta capacidad de emulsionar. 

Por ejemplo, según de Barros Fernandez y col., 2014 una alternativa 
interesante para la encapsualción de aceite esencial de romero sería una mezcla de 
almidón modificado y MDs. 

4.3.1.2. Almidón. 

El almidón está formado por 2 glucanos: amilosa, polímero lineal 
compuesto por unidades de D-glucosa unidas por enlaces α(14) y amilopectina, 
molécula altamente ramificada con cadenas lineales unidas por enlaces α(14) y 
cadenas ramificadas unidas por enlace α(16) (Moore y col., 2015). La unión de 
los compuestos volátiles al almidón se produce de dos maneras: por una parte, el 
compuesto aromático es rodeado por la hélice de amilosa a través de 
interacciones hidrofóbicas y por otra parte, se han descrito interacciones polares 
como enlaces de hidrógeno entre los grupos hidroxilo del almidón y los 
compuestos aromáticos (Madene y col., 2006). 

En la industria alimentaria se usan almidones nativos y modificados para la 
encapsulación de diferentes compuestos (Tabla 4.2). 
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Tabla 4.2. Compuestos encapsulados usando diferentes almidones. 

Almidón Otros 

encapsulantes 

Compuesto 

encapsulado 

Técnica Referencias 

 

Almidón  

de maíz 

 

No 

 

Antocianinas 

 

Secado por 

aspersión 

García-Tejada, 

Salinas-Moreno 

y Martínez-
Bustos, 2014 

Hi-Cap 

(HC)  

Lecitina, quitosano, 

almíbar maíz 

Aceite de 

café 

Secado por 

aspersión 

Carvalho, Silva 

y Hubinger, 

2014 

Hi-Cap 

(HC) 

GA, MDs DE  

16.5-19.5 

Hierro Método de 

evaporación de 

solvente 

Gupta y col., 

2015 

Almidón 

resistente 

comercial 

Concentrado de 

proteína de suero 

Ácido fólico Nanospray y 

electrospray 

Pérez-Masiá y 

col., 2015 

Almidón 

modificado 

de maíz 

 

Trehalosa 

Aceite de 

semilla de 

colza 

Secado por 

aspersión 

Domian y col., 

2015 

 
Debido a la naturaleza hidrofílica del almidón, se han desarrollado 

derivados más hidrofóbicos para intentar solucionar esta desventaja. 
Actualmente, se encuentran disponibles en el mercado, diferentes almidones 
modificados (Capsul, N-lok, HC o Encapsul). Todos ellos son usados en la 
industria alimentaria para la encapsulación de aromas y aceites. Varios autores 
han demostrado que los materiales encapsulantes basados en almidones 
modificados tienen elevada capacidad de retención de volátiles y bajas cantidades 
de aceite no encapsulado en la superficie de las partículas de polvo obtenidas 
(Jafari y col., 2008). 

Es importante remarcar que tanto el almidón como sus derivados tienen 
bajo coste y son relativamente puros. Sin embargo, la principal desventaja de 
estos compuestos radica en su sensibilidad al ataque con compuestos ácidos y la 
hidrólisis por parte de la amilasa, la cual comienza en la boca (Fathi y col., 2014). 
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4.3.1.3. Ciclodextrinas. 

Las CDs son un grupo de oligosacáridos cíclicos derivados del almidón, 
formadas por 6, 7 u 8 unidades de glucosa unidas por enlace glicosídico α(14) 
dando lugar a una estructura tronco-cónica que recibe el nombre de α-CDs, β-
CDs y γ-CDs, respectivamente. La cavidad central  de estas moléculas es 
hidrofóbica, mientras que el exterior es hidrofílico. Esta cavidad hidrofóbica 
forma complejos de inclusión con una gran variedad de compuestos orgánicos e 
inorgánicos (Lucas-Abellán y col., 2008). Fuerzas débiles como enlaces de Van der 
Waals, interacciones hidrofóbicas o enlaces de hidrógeno ayudan en la formación 
de los complejos de inclusión, atrapando las moléculas en su interior (Hundre, 
Karthik y Anandharamakrishnan, 2015). Se obtienen como resultado de una 
reacción de transglicosilación intramolecular durante la degradación del almidón, 
que lleva a cabo la enzima CGTasa de Bacillus macerans (Szejtli, 1998). 

Hay tres tipos de CDs denominadas de primera generación, parentales o 
naturales: α-, β- y γ-CDs. β-CDs es el tipo más utilizado debido a su bajo coste.  

A temperatura ambiente, β-CDs presenta baja solubilidad en agua (1.8%). 
Esta desventaja ha llevado a la síntesis de CDs derivadas con el objetivo de 
aumentar dicha solubilidad. Además de ser segura biológicamente, 2-
hidroxipropil-β-ciclodextrina (HP-β-CDs) es un derivado de β-CDs con mayor 
solubilidad acuosa (>70%), a pesar de ser estructuralmente menos hidrofílica. Este 
aumento de solubilidad debido a la sustitución hidrofóbica puede parecer extraño 
a primera vista, sin embargo, este efecto procede de la voluminosa sustitución del 
grupo hidroxipropilo, la cual desestabiliza el estado cristalino (Costa y col., 2015). 

β-CDs es un ingrediente no tóxico, que se encuentra en la lista GRAS desde 
1998 (Szente y Szejtli, 2004) y son usadas para la microencapsulación de una gran 
variedad de compuestos (Tabla 4.3). 
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Tabla 4.3. Compuestos encapsulados usando CDs. 

CDs Compuesto Encapsulado Referencias 

HP-γ-CDs Curcumina Popat y col., 2014 

β-, HP-β-CDs Cefixima Jadhav y col., 2013 

β-, HP-β-CDs Isoflavonas de soja Yatsu y col., 2013 

β-CDs Extracto de salvia Sahin-Nadeem y col., 2013 

β-CDs Timol Tao y col., 2014 

β-CDs Carvacrol Santos y col., 2015 

β-CDs Aroma de naranja Zhu y col., 2014 

HP-β-CDs Benzoato de etilo Yuan, Lu y Jin, 2014 

β-,  G2-β-CDs Resveratrol Lucas-Abellán y col., 2007a 

β-, HP-β-,  

maltosil-β-CDs 

Quercetina 

/Miricetina 

Lucas-Abellán y col., 2007b 

HP-β-CDs Kaempferol Mercader-Ros y col., 2010 

β-CDs Sulfatiazol Lucas-Abellán y col., 2014 

β-,  HP-β-CDs Eugenol Hernández-Sánchez y col., 2012 

β-,  HP-β-CDs Catequina/Epicatequina López-Miranda y col., 2016 

4.3.2. Gomas. 

Las gomas son utilizadas en microencapsulación por su capacidad para 
formar films y por las propiedades de estabilización de la emulsión que poseen. 
Entre todas las gomas existentes, goma arábiga (GA) es la más utilizada debido a 
su excelente capacidad emulsionante (Dickinson, 2003).  

4.3.2.1. Goma arábiga. 

La GA, también conocida como goma acacia, es un exudado de las plantas 
pertenecientes a la familia de las Acacias, en particular, Acacia senegal y Acacia 
seyal. La producción de esta goma es un proceso natural como respuesta al daño 
tisular o estrés medioambiental. Aunque tradicionalmente se considera a Acacia 
senegal como la principal productora de esta goma, son comunes las mezclas de 
las dos especies debido a que se abarata el coste y la mezcla de ambas da lugar a 
una suma de propiedades interesantes (Williams y Phillips, 2009). 
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La estructura básica de la GA consta de azúcares (galactosa, arabinosa y 
ramnosa), junto con ácido glucurónico y aminoácidos. Está formada por tres 
mezclas diferentes de fracciones poliméricas: arabinogalactano en un 88%, 
complejo arabinogalactano-proteína (10%) y glicoproteína (1%) (Nussinovitch, 
2003). 

Las moléculas de arabinogalactano son las responsables de la capacidad 
para formar films de esta goma, mientras que la fracción proteica, en particular 
las moléculas de glicoproteína, le proporcionan su capacidad emulsionante. La 
estabilización de las emulsiones se debe a los aminoácidos, los cuales son muy 
hidrofóbicos, y dan lugar a una ligera carga negativa que contribuye a que las 
gotas que se producen sufran coalescencia. Además de estas interesantes 
propiedades, GA posee alta solubilidad acuosa y viscosidad, que aumenta 
relativamente hasta el 25% o más de sólidos totales (Sobel, 2012). 

 GA es capaz de formar una matriz seca alrededor de los compuestos en los 
procesos de deshidratación, lo que atrapa los compuestos en el interior de la 
matriz y previene la pérdida de volátiles, así como el contacto con el aire. Estas 
propiedades que presenta GA hacen que sea usada como agente encapsulante de 
manera habitual en la industria para la protección y retención de compuestos 
volátiles. Sin embargo, GA es un ingrediente caro y su disponibilidad y coste 
fluctúan, por ello es interesante la búsqueda de nuevos ingredientes para la 
encapsulación aromática (McNamee y col., 2001). 

El uso de GA en la microencapsulación de componentes alimentarios está 
extendida en la industria. Por ejemplo, compuestos de interés del azafrán se han 
microencapsulado con este agente encapsulante (Rajabi y col., 2015) o el caso de la 
microencapsulación de hierro para fortificar leche (Gupta et al., 2015). 

4.3.2.2. Goma xantana. 

La goma xantana (GX) es un polisacárido extracelular secretado por 
Xanthomonas campestris. Es soluble en agua fría y su comportamiento es el de un 
fluido pseudoplástico. Su viscosidad presenta una excelente estabilidad frente a 
un amplio rango de pHs y temperaturas y muestra una interacción sinérgica con 
goma guar y konjac manano (Bhatia, Ahuja y Mehta, 2015). 

La estructura primaria de GX es un esqueleto lineal de unidades de β-D-
glucosa unidas por enlaces (14) que se enlazan a una cadena lateral de 
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trisacárido en cada glucosa en posición C-3, que contiene un residuo de ácido 
glucurónico y 2 manosas, una de las cuales se enlaza al esqueleto de unidades de 
glucosa (Sworn, 2009). 

GX se usa como espesante (Sopade y col., 2008) o estabilizante (García-
Ochoa y col., 2000) y también se ha usado para la encapsulación de compuestos 
aromáticos (Secouard, Grisel y Malhiac, 2007), fármacos y microorganismos. 

4.4. MATERIAL Y MÉTODOS 

4.4.1. Reactivos. 

El aroma de fresa fue proporcionado por Creaciones Aromáticas 
Industriales (Carinsa, Barcelona, España). MDs con DE 19 fueron suministradas 
por Tereos Syral (Francia), almidón modificado Hi-Cap 100 por National Starch 
(USA), β- y γ-CDs por Wacker (Alemania), GA, GX y hexano (>97.0%) por Sigma-
Aldrich (Alemania). El resto de reactivos químicos usados fueron de grado 
analítico. 

4.4.2. Formación de emulsiones. 

MDs, CDs, HC, GA y GX fueron completamente disueltos en agua destilada 
usando un homogeneizador (Ultra-Turrax, IKA, Alemania) durante 5 minutos a 
una velocidad de 500 rpm. Tras 24 horas de hidratación de gomas y almidones a 
25 ˚C, se añadió a la emulsión el aroma de fresa y todo ello se mezcló usando el 
mismo homogeneizador. Las emulsiones se prepararon usando diferentes 
combinaciones y proporciones de agentes encapsulantes (MDs/HC, MDs/GA y 
MDs/GX) a una concentración fija de CDs (1.7%) y fueron caracterizadas en 
términos de estabilidad, viscosidad, y densidad (Tabla 4.4). 
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4.4.2.1. Estabilidad. 

Inmediatamente después de preparar la emulsión, se transfirieron alícuotas 
de 25 mL de cada muestra a probetas graduadas de 25 mL, se sellaron y se 
almacenaron a 25 ˚C. Tras 24 horas, se midió el volumen de la fase superior. A 
partir de este valor, la estabilidad se determinó como el % de separación 
expresado como (4.1): 

 
Separación (%)= H1

H0
 x 100  (4.1) 

 
donde H0 representa el tamaño inicial de la emulsión y H1 representa el volumen 
de la fase superior. 

4.4.2.2. Viscosidad. 

La viscosidad aparente se determinó con la ayuda de un viscosímetro 
rotacional (FungiLab, España). La velocidad del husillo se estableció a 60 rpm y 
los valores de viscosidad aparente se determinaron a 25 ˚C ± 2 ˚C. 

4.4.2.3. Densidad. 

La densidad inicial de la emulsión se calculó a 25 ˚C por triplicado mediante 
el uso de un picnómetro. 

4.4.3. Secado por aspersión. 

El secado por aspersión se llevó a cabo en un secador por aspersión de 
laboratorio (Mini Spray Dryer B-290, Buchi, Alemania). Las emulsiones 
preparadas fueron introducidas en la cámara principal del secador mediante una 
bomba peristáltica y el flujo de entrada de muestra se controló con el panel de 
velocidad de la bomba. El aire del compresor se estableció a 5 bares de presión y 
la tasa de entrada de muestra a 2.5 mL/min. Las temperaturas de entrada y salida 
se establecieron en 180 y 90 ˚C ± 2 ˚C, respectivamente.  
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4.4.4. Liofilización. 

El proceso de liofilización se llevó a cabo en un liofilizador de laboratorio 
(Christ Alfa, Alemania). Las emulsiones, previamente se congelaron a -80 ˚C 
durante 24 horas y posteriormente se sometieron a liofilización para obtener 
consistencia de polvo. 

4.4.5. Lecho fluido. 

El proceso de lecho fluido se llevó a cabo en un fluidizador Wurster (VCF-
LAB Micro Flo-Coater, Freund Vector, USA). El flujo de aire en la cámara del 
equipo se mantuvo a 15 m3/h para permitir la dispersión homogénea de las 
partículas. La temperatura de entrada fue de 45 ˚C. La presión de la boquilla fue 
10 psi. La velocidad de la bomba peristáltica se fijó en 10 rpm y los pulsos del 
filtro cada 15 segundos. 

4.4.6. Eficacia de secado. 

La eficacia de secado (ES) se determinó usando la siguiente ecuación (4.2): 
 

Eϐicacia de Secado(%) = ୔
୘

 x 100       (4.2) 
 
donde P es la cantidad de muestra obtenida en forma de polvo tras el secado por 
aspersión y T es la cantidad de sólidos totales que se usaron inicialmente para 
preparar la emulsión.  

4.4.7. Cuantificación de compuestos volátiles. 

Para la cuantificación de los compuestos volátiles, se disolvieron 
completamente muestras homogéneas del polvo obtenido (1g) en 2 mL de agua 
destilada. Tras este paso, se añadieron 2 mL de hexano y todo ello se agitó 
durante 5 minutos. La fase de hexano contenía los compuestos volátiles y las 
cantidades de dichos volátiles se expresaron como µg de compuestos volátiles por 
gramo de polvo obtenido. La fase acuosa se descartó debido a la ausencia de 
compuestos volátiles. Para la preparación de la recta patrón, el aroma de fresa se 
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diluyó de manera seriada, de tal manera que se obtuvieron las rectas de calibrado 
representando el área de cada compuesto frente a su concentración. Todas las 
muestras se midieron por triplicado. 

4.4.8. Eficacia de encapsulación. 

La eficacia de encapsulación (EE) indica la eficacia del proceso de 
microencapsulación de los diferentes compuestos volátiles presentes en el aroma 
de fresa con los diferentes agentes encapsulantes empleados. La EE se calculó 
como la relación entre la cantidad de volátiles presentes en la muestra final de 
polvo respecto a la cantidad de volátiles presentes en la emulsión. La EE se 
calculó usando la siguiente ecuación (4.3): 

 
EE (%) = େ୭୫୮୳ୣୱ୲୭ୱ ୴୭୪á୲୧୪ୣୱ  ୣ୬ ୣ୪ ୮୭୪୴୭ (ஜ୥/୥)

େ୭୫୮୳ୣୱ୲୭ୱ ୴୭୪á୲୧୪ୣୱ ୣ୬ ୪ୟ ୣ୫୳୪ୱ୧ó୬ (ஜ୥/୥)
 x100   (4.3) 

4.4.9. Humedad. 

El contenido de humedad se determinó mediante el secado de 30 g de cada 
una de las muestras de polvo obtenidas, en estufa a 103 ˚C (Memmert, Alemania) 
durante 72 horas. Las medidas de humedad fueron llevadas a cabo por triplicado. 

4.4.10. Tamaño de partícula. 

La distribución del tamaño de partícula se midió mediante un equipo de 
difracción de luz láser denominado Mastersizer 3000 (Malvern Instruments, 
Malvern, UK). El tamaño de partícula se expresó como el tamaño volumétrico 
medio D[4:3] (parámetro de De Brouckere), el cual mide el diámetro medio de una 
esfera con el mismo volumen y es generalmente usado en la caracterización de 
partículas. Además, se calcularon también los parámetros D10, D50 y D90 
(percentiles) así como la dispersión de las partículas mediante la ecuación (4.4) 
(Tonon, Grosso y Hubinger, 2011): 

 

Dispersión= 
D90-D10

D50
          (4.4) 
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4.4.11. Estabilidad en función del tiempo y de la temperatura de 
almacenamiento. 

El polvo obtenido mediante secado por aspersión, liofilización y lecho 
fluido se almacenó a diferentes temperaturas (4 ˚C y 25 ˚C) y en oscuridad, 
durante 5 meses. La cantidad de compuestos volátiles presentes en el polvo se 
determinaron mediante GC/MS. Se tomaron medidas a diferentes intervalos de 
tiempo hasta un total de 5 meses. 

4.4.12. Método cromatográfico (GC/MS). 

El análisis cromatográfico se llevó a cabo en un cromatógrafo Shimadzu 
GC/MS-QP2010 (Japón). La columna usada fue una Supelco SLB TM-5MS de sílice 
con dimensiones de 30 m x 0,25 mm x 0,25 µm de espesor suministrada por 
Sigma-Aldrich (Alemania). El helio se usó como gas portador a un flujo de 48 
mL/min. El tipo de inyección fue 50:1 y la temperatura del inyector 250 ˚C. La 
rampa de temperatura que se introdujo en el software del equipo fue la siguiente: 
temperatura inicial de 60 ˚C, se subió hasta 160 ˚C a 4ºC/min, posteriormente 
subió hasta 232 ˚C a 6 ˚C/min y finalmente hasta 248 ˚C a 8 ˚C/min y se mantuvo a 
esta temperatura durante 5 minutos. El tiempo total de cada cromatograma fue de 
45 min. El detector de masa trabajó en modo de ionización de electrón de 70 eV, 
en un rango de análisis de 40 a 350 masa/carga. La temperatura de la interfase fue 
de 260 ˚C. Los tres compuestos elegidos para su análisis fueron acetoacetato de 
etilo, alcohol bencílico y fraistone. Los resultados de estos compuestos se 
expresaron a partir de las áreas obtenidas en los cromatogramas. Como estándar 
interno se usó lactato de etilo, para lo cual se añadió al hexano antes de la 
extracción para comprobar que el proceso de extracción era correcto. Todos los 
experimentos se realizaron por triplicado. 

4.4.13. Análisis morfológico y estructural. 

Para estudiar la morfología se realizaron microfotografías de las muestras 
obtenidas mediante microscopía electrónica de barrido (Merlin VP Compact, 
Zeiss, Alemania). Las muestras de polvo se fijaron en los botones de montaje y se 
observaron al microscopio sin necesidad de recubrimiento con una capa de oro. 
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4.4.14. Análisis estadísticos. 

Cada muestra se analizó por triplicado y se calculó la media ± desviación 
estándar de los datos obtenidos para caracterizar las emulsiones así como en la 
eficacia de secado y contenido de humedad.  

Los mismos análisis estadísticos para el estudio de la influencia de los 
diferentes agentes encapsulantes en la EE se llevaron a cabo con los tres 
compuestos volátiles analizados. Para cada agente encapsulante utilizado, se 
representó un modelo lineal de la eficiencia que se estimó dependiendo de la 
concentración y con la siguiente fórmula: 

 

Yij = Ai + B ij * Xj      (4.5) 

 

donde el subíndice “i” se refiere al compuesto volátil (i = e para acetoacetato de 
etilo, i = b para alcohol bencílico, i = f para fraistone) y “j” se refiere al agente 
encapsulante (j = h para HC, j = a para GA, j = x para GX). La variable “Xi” es la 
concentración del agente encapsulante “j” y “Yij” es la concentración observada 
de compuestos volátiles “i” cuando son encapsulados con “Xj”. “Ai” se refiere a la 
concentración estimada  µg/g de compuestos volátiles “i” en una muestra de 
polvo. “Bij”es la pendiente del modelo, es decir, la reducción de compuesto 
volátil “i” al aumentar 0.1 g/mL la concentración de agente encapsulante “j”. 
Comparando Bij para los diferentes agentes encapsulantes “j” para un valor fijo 
de “i”, se puede observar el efecto de los tres agentes encapsulantes sobre el 
mismo compuesto volátil. 

Para estimar las ecuaciones lineales, se usó el modelo Bayesiano en el 
software libre JAGS y R. Las estimaciones de los parámetros Ai y Bij se 
resumieron como la media de las distribuciones y los intervalos de confianza al 
95% (percentiles 2.5 y 97.5). El efecto de los diferentes agentes encapsulantes se 
comparó teniendo en cuenta la probabilidad posterior.  
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4.5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.5.1. Formación de la emulsión y propiedades físico-químicas. 

Una de las etapas clave en el proceso de encapsulación de compuestos 
alimentarios mediante secado por aspersión es la preparación de la emulsión que 
será bombeada al interior de la cámara de secado. Esta emulsión tiene un papel 
muy importante a la hora de la retención de compuestos volátiles en el polvo  
obtenido al final del proceso. Los parámetros a tener en cuenta son: concentración 
de sólidos totales, viscosidad, estabilidad y método de emulsificación. Las 
emulsiones se prepararon y se observaron y caracterizaron a las 24 horas. Los 
resultados obtenidos para cada mezcla de material encapsulante se muestran en 
la Tabla 4.4. 

Como se observa en la Tabla 4.4, la densidad permaneció constante en cada 
todas las mezclas analizadas, mientras que la viscosidad y la estabilidad 
aumentaron cuando las MDs disminuyeron en la emulsión. Esto se debe a que la 
presencia de HC, GA o GX en altas cantidades, aporta una buena capacidad de 
emulsificación. 

En el caso de HC, la viscosidad aumentó 6.5 veces cuando la proporción de 
MDs/HC pasó de 10/0 a 0/10. La estabilidad aumentó hasta un 20% cuando la 
emulsión se preparó sólo con HC. En el caso de MDs y GA, la viscosidad que se 
obtuvo en presencia de GA fue superior a la observada en el caso de HC. En 
ausencia de MDs, la viscosidad obtenida fue 0.923 Pa·s con GA y 0.289 Pa·s para 
HC. Esto indica que GA produce emulsiones 3.2 veces más viscosas que HC. GA 
y MDs dieron lugar a emulsiones con una viscosidad superior a las preparadas 
con otros agentes encapsulantes, algo que ya ha sido descrito previamente en la 
literatura (Bule, Singhal y Kennedy, 2010). Por lo que respecta a la estabilidad, se 
observaron resultados similares a las emulsiones con MDs y HC. 
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Tabla 4.4. Caracterización físico-química de las emulsiones preparadas con diferentes agentes encapsulantes. 

 

 

MDs/HC/βCDs 10/0 9.5/0.5 9/1 8/2 7.5/2.5 7/3 6/4 5/5 2.5/7.5 1/9 0/10 

Densidad (kg/m3) 1280±10 1280±9 1280±13  1270±12 1270±8 1270±9 1270±13 1270±15 1260±9 1270±8 1270±10 

Viscosidad (Pa·s) 0.045±0.011 0.050±0.01 0.053±0.013 0.058±0.012 0.069±0.009 0.075±0.013 0.08±0.015 0.117±0.02 0.2±0.025 0.252±0.011 0.289±0.02 

Estabilidad (%) -- 2±1 2±1 2±1 8±2 5±2 4±1 14±3 16±4 19±3 20±4 

MDs/GA/βCDs 10/0 9.5/0.5 9.25/0.75 9/1 8.5/1.5 8/2 7.5/2.5 5/5 2.5/7.5 0/10 -- 

Densidad (kg/m3) 1280±10 1270±12 1270±11 1270±8 1270±11 1270±13 1280±10 1270±9 1270±12 1270±15 -- 

Viscosidad (Pa·s) 0.045±0.011 0.064±0.01 0.096±0.012 0.136±0.018 0.21±0.023 0.3±0.028 0.389±0.035 0.508±0.029 0.672±0.038 0.923±0.043 -- 

Estabilidad (%) -- 2±1 2±1 4±1 6±1 6±2 6±2 14±3 22±4 24±4 -- 

MDs/GX/βCDs 10/0 9.99/0.01 9.98/0.02 9.975/0.025 9.95/0.05 9.925/0.075 9.9/0.1 9.85/0.15 9.8/0.2 9.75/0.25 -- 

Densidad (kg/m3) 1280±10 1280±8 1280±9 1270±18 1250±15 1230±12 1230±16 1220±9 1230±13 1210±8 -- 

Viscosidad (Pa·s) 0.045±0.011 0.054±0.01 0.059±0.009 0.063±0.01 0.163±0.013 0.3±0.025 0.435±0.03 0.642±0.033 0.852±0.04 1138±0.05 -- 

Estabilidad (%) -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- -- 
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El aumento de la viscosidad de la emulsión hasta un punto óptimo suprime 
las circulaciones y oscilaciones internas de las gotas y acelera la difusión selectiva, 
mejorando así la retención. Sin embargo, el aumento de la viscosidad más allá de 
un punto límite, disminuye la retención de aroma debido al mayor tiempo de 
exposición durante la atomización, esto da lugar a una lenta formación de gotas 
en la atomización y dificulta su formación. Está descrito en la literatura que una 
emulsión con mayor viscosidad produce gotas más grandes y debido a su 
dificultad para formarse por la alta viscosidad, se forman partículas irregulares 
(ovaladas, cilíndricas y fibrosas) (Jafari y col., 2008). 

En la Tabla 4.4 también se observan los resultados para la mezcla con MDs, 
GX y β-CDs. En el caso de la densidad, ésta disminuyó levemente con altas 
concentraciones de GX mientras que la viscosidad aumentó enormemente. Es 
importante resaltar que a bajas concentraciones de GX se obtuvieron elevados 
valores de viscosidad (1138 Pa·s con una proporción 9.75/0.25 MDs/GX). GX en 
disolución se comporta como un fluido no-newtoniano y altamente 
pseudoplástico. Por lo que respecta a la estabilidad, no se observó fase con 
espuma en ninguna de las emulsiones preparadas con GX. 

Los resultados físico-químicos obtenidos para cada emulsión 
proporcionaron la información necesaria para decidir qué mezclas serían las más 
adecuados para el secado por aspersión. Emulsiones con alta viscosidad tienen 
tendencia a pegarse en las paredes del ciclón de la cámara de secado, afectando 
negativamente a la ES y a la EE. Por estas razones, las emulsiones que se 
seleccionaron para el secado por aspersión fueron aquellas que presentaron las 
características más apropiadas para la microencapsulación de aroma de  fresa. 
Todas las emulsiones seleccionadas tuvieron una viscosidad inferior a 0.3 Pa·s 
para prevenir la excesiva adherencia de las muestras en el equipo. 

4.5.2. Eficacia de secado. 

El rendimiento de secado se ve afectado por la temperatura de entrada en el 
equipo y el tipo y concentración de encapsulantes. En el caso del secado de zumo 
de naranja se describió una diminución de la ES como consecuencia del aumento 
de la temperatura de entrada (Chegini y Ghobadian, 2007). Sin embargo, Tonon y 
col. observaron que se conseguían altas ES con un aumento de la temperatura en 
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el caso del secado por aspersión de asaí (Euterpe oleracea) (Tonon, Brabet y 
Hubinger, 2008). Estas variaciones pueden deberse a las diferentes composiciones 
de la emulsión y a las condiciones del proceso de secado por aspersión. Durante 
el secado, el flujo de gas tiene poco efecto en las propiedades del producto, 
mientras que la velocidad de la bomba determina la tasa a la que la emulsión pasa 
a la cámara de secado. Si la velocidad de la bomba es alta, el agua no se evaporará 
por completo en este corto periodo de tiempo por lo que el polvo obtenido no 
estará lo suficientemente seco. Por el contrario, si la temperatura fuera baja no 
habría suficiente temperatura para secar el producto y los polvos con mayor 
humedad se pegarían con facilidad al ciclón, ya que sólo el polvo que se recolecta 
en el contenedor que hay al final del equipo es el que se considera que tiene una 
humedad baja, como se demuestra en los estudios de humedad (Su y col., 2008). 
Para evitar grandes pérdidas de material durante el secado, todos los 
experimentos descritos se llevaron a cabo con una alta temperatura de entrada y 
una baja velocidad de la bomba. 

Los valores de ES oscilaron entre 44.4% y 57.3% en el caso de MDs, HC y β-
CDs, entre 46.7 y 56.8% para la mezcla MDs, GA, β-CDs (Tabla 4.5). Estos 
resultados obtenidos fueron similares a los obtenidos para el fruto asaí (48.5%; 
Tonon y col., 2008), Morinda citrifolia (48.1%; Krishnaiah y col., 2009) y Radix salvia 
(entre 53 y 63%; Su y col., 2008). 
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Tabla 4.5. Eficacia de secado (ES) y contenido de humedad para las diferentes proporciones de agentes encapsulantes estudiadas. 

 

           MDs/HC/βCDs          MDs/GA/βCDs             MDs/GX/βCDs 

Muestra ES (%) Humedad %) Muestra ES (%) Humedad (%)  Muestra ES (%) Humedad(% ) 

10/0 46.1±5.2 1.3±0.10 10/0 47.3±4.8 1.3±0.10  10/0 45.5±5.9 1.3±0.10 

9.5/0.5 48.3±3.9 1.4±0.15 9.5/0.5 46.7±4.2 1.4±0.12  9.99/0.01 40.2±4.2 1.5±0.12 

9/1 57.3±3.2 1.9±0.20 9.25/0.75 49.2±4.5 1.4±0.15  9.98/0.02 38.6±3.4 1.7±0.11 

8/2 44.4±4.5 2.6±0.14 9/1 55±5 1.5±0.11  9.975/0.025 34.3±3.9 2.1±0.17 

5/5 52.3±5.3 2.9±0.15 8.5/1.5 53±4 1.7±0.13  9.95/0.05 9.6±2.2 2.4±0.15 

2.5/7.5 49.8±4.7 3.2±0.25 8/2 56.8±3.6 1.7±0.13  9.925/0.07 9.2±1.9 3±0.20 

1/9 45.7±3.5 3.0±0.35 -- -- --  -- -- -- 

0/10 45±6 3.3±0.22 -- -- --  -- -- -- 
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En el caso de MDs, GX y β-CDs se obtuvo una relación inversamente 
proporcional entre la cantidad de GX añadida a la emulsión y la ES, oscilando 
entre un 45.5% en ausencia de GX y 9.2% para la mayor concentración de esta 
goma (Tabla 4.5). La drástica disminución de la ES con GX se debe a la alta 
viscosidad que generó este compuesto a pesar de la baja concentración que se usó. 
Además, la capacidad espesante de la GX se relaciona con la viscosidad, y ambos 
factores contribuyen a este bajo rendimiento del proceso (Cai y Corke, 2000). 

4.5.3. Análisis del polvo. 

Antes de proceder al secado de las emulsiones, se añadió a la emulsión el 
aroma de fresa a una concentración del 15% de sólidos totales. Este aroma de 
fresa contiene más de 20 compuestos volátiles diferentes, (Figura 4.5). Se observa 
un cromatograma del aroma puro (A) y un cromatograma del polvo obtenido tras 
el secado (B). 
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Figura 4.5. (A) Cromatograma del aroma con los tres compuestos objeto de estudio.  

(B) Cromatograma de una muestra secada por aspersión. 
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Los tres compuestos seleccionados para su análisis cromatográfico fueron: 
acetoacetato de etilo (AE), cuyo tiempo de retención (tR) fue 6.2 min y que es un 
compuesto minoritario y dos compuestos mayoritarios como son alcohol bencílico 
(AB) con tR de 8.8 min y fraistone (FR) con tR de 13.2 min. Las rectas patrón de 
cada uno de los compuestos analizados se observan en la Figura 4.6.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.6.  (A) Recta patrón de AE. (B) Recta patrón de AB. (C) Recta patrón de FR. 
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4.5.3.1. Cuantificación de compuestos volátiles. 

Tras el secado por aspersión, las diferentes muestras obtenidas fueron 
cuantificadas en términos de compuestos volátiles (µg de volátiles/g de polvo) y 
se analizó el efecto de los diferentes agentes encapsulantes usados para la 
microencapsulación (MDs, HC, GA, GX y CDs). 

En la Figura 4.7 se observan los diferentes modelos lineales para cada 
agente encapsulante sobre cada uno de los tres compuestos analizados. En cada 
volátil (AE (Figura 4.7A), AB (Figura 4.7B) y FR (Figura 4.7C)), las tres líneas (HC 
(●), GA (○) y GX ( )) convergen en el mismo punto cuando la mezcla de agentes 
encapsulantes sólo contenía MDs. El punto inicial (□) corresponde a la cantidad 
de cada uno de los compuestos volátiles presentes en la emulsión. 

Si analizamos en primer lugar la EE en AE, se observa que las pérdidas de 
este compuesto volátil fueron las mayores de los 3 analizados (Figura 4.7A), ya 
que se obtuvo una disminución cercana al 80% con el proceso de secado. 
Analizando los diferentes agentes encapsulantes empleados, se observó que con 
MDs/HC/β-CDs (Figura 4.7A, círculos azules), la pérdida gradual produjo una EE 
entre 24 y 18% (Tabla 4.6). Si analizamos los datos obtenidos con MDs/GA/β-CDs 
(Figura 4.7A, círculos rojos) observamos que la pendiente fue más pronunciada 
que en el caso anterior lo que indica que a medida que aumenta GA se produce 
una peor protección de AE, oscilando los valores entre 20 y 13% (Tabla 4.6). 
Finalmente, la mezcla MDs/GX/β-CDs (Figura 4.7A, círculos verdes) es la que 
peores resultados ofreció de las 3 analizadas, ya que concentraciones muy 
pequeñas de GX dieron lugar a grandes pérdidas de AE. Los valores de EE 
oscilaron con esta mezcla entre 20 y 9% (Tabla 4.6). Las grandes pérdidas de este 
compuesto volátil se pueden deber a la alta temperatura a la que se produce el 
secado por aspersión, siendo el compuesto más sensible a la temperatura de los 3 
analizados. 
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Figura 4.7. Efecto de la concentración de los agentes encapsulantes HC ( ), GA ( ) y GX ( ) en la 

cuantificación de los compuestos volátiles AE (A), AB (B) y FR (C) tras secado por 

aspersión. Intervalos de confianza al 95% para AE (D), AB (E) y FR (F).  
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En lo que se refiere a AB (Figura 4.7 B), la tendencia general observada fue 
similar a la de AE, pero con la gran diferencia de que se perdió poca cantidad de 
AB durante el proceso de secado (25% aproximadamente). Analizando los datos 
para los diferentes agentes encapsulantes utilizados, observamos que MDs/HC/β-
CDs (Figura 4.7 B, círculos azules) volvieron a presentar la mejor EE, cuyos 
valores oscilaron entre 74 y 63% (Tabla 4.6). En lo que respecta a MDs/GA/β-CDs 
(Figura 4.7 B, círculos rojos), la caída fue superior que con HC. A medida que 
aumentó GA, los valores oscilaron entre 73 y 47% (Tabla 4.6). Finalmente, con GX 
como agente encapsulante (Figura 4.7 B, círculos verdes), los resultados fueron los 
más bajos de todos, la EE osciló entre 73 y 43% (Tabla 4.6). 

Por último, FR fue el compuesto que mejor EE presentó tras el proceso de 
secado (Figura 4.7 C). En el caso de MDs/HC/β-CDs (Figura 4.7 C, círculos azules) 
la EE osciló entre 85 y 58% (Tabla 4.6), la más alta de los tres compuestos con esta 
mezcla de agentes encapsulantes, aunque la pendiente descendió a medida que 
aumentó la concentración de HC, siendo la más acusada de las 3 figuras (círculos 
azules). Nuevamente, cuando se añadió GA al medio de agentes encapsulantes 
(Figura 4.7 C, círculos rojos), la EE disminuyó, mostrando valores inferiores a los 
obtenidos con HC, la EE osciló entre 84 y 29% (Tabla 4.6). Tendencia que se 
mantuvo como en los casos anteriores cuando se empleó GX como agente 
encapsulante (Figura 4.7 C, círculos verdes). La EE se mantuvo entre 84 y 29% 
(Tabla 4.6). Estos valores fueron idénticos a GA, pero hay que destacar que las 
pérdidas con GX se obtuvieron con concentraciones mucho más bajas que las 
empleadas con GA. 
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Tabla 4.6. Eficacia de encapsulación obtenida para AE, AB y FR en los diferentes tipos de mezclas de agentes encapsulantes. 

 
 

 
MDs/HC/β-CDs 10/0 9.5/0.5 9/1 8/2 5/5 2.5/7.5 1/9 0/10 

AE (%) 20.7 22.1 24.2 19.5 17.9 18.2 19.3 18.2 
AB  (%) 73.0 74.1 74.1 71.5 68.5 69.5 68.9 63.5 
FR (%) 84.5 84.9 85.4 72.8 66.1 67.8 62.5 58 

MDs/GA/β-CDs 10/0 9.5/0.5 9.25/0.75 9/1 8.5/1.5 8/2 -- -- 
AE (%) 20.7 19.8 16.9 15.7 14.6 13.4 -- -- 
AB (%) 73.0 67.1 61.7 57.5 49.4 47.8 -- -- 
FR (%) 84.5 66.7 55.1 34.1 28.1 29.8 -- -- 

MDs/GX/β-CDs 10/0 9.99/0.01 9.98/0.02 9.975/0.025 9.95/0.05 9.925/0.075 -- -- 
AE (%) 20.7 17.6 14.3 10.0 9.5 10.3 -- -- 
AB (%) 73.0 66.8 60.5 46.9 44.0 42.5 -- -- 
FR (%) 84.5 66.1 48.2 21.8 29.9 28.9 -- -- 
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Las tres gráficas de la derecha (Figura 4.7D, E, F) presentan los intervalos de 
credibilidad al 95% para las pendientes de cada modelo. En los tres compuestos 
volátiles, HC mostró el menor efecto. Para AE (Figura 4.7D, línea azul), por cada 
0.1 g/mL de aumento en la concentración de HC, se observó una reducción en la 
concentración de este volátil de -0.24 (95% de intervalo de confianza entre -0.57 y 
0.15). Para AB, (Figura 4.7E línea azul), la reducción estimada fue -0.82 (intervalo 
de confianza entre -1.34 y -0.14), finalmente para FR la reducción estimada fue -
1.67 con un intervalo de confianza al 95% entre -2.44 y -0.71.  

GA mostró un efecto más fuerte que HC (reducción más rápida de la 
concentración de volátiles). En la Figura 4.7D, E, F todas las líneas de los modelos 
de GA (rojo) descienden más rápido que las líneas de HC (azul). Para AE la 
reducción estimada fue -3.55 (intervalo de confianza entre -5.36 y -1.88), -27.4 para 
AB con un intervalo de confianza entre -36.1 y -18.6 y para FR la reducción que se 
estimó fue de -23.3 (intervalo de confianza entre -35.6 y -12.4). En la Tabla 4.7, 
todas las medias e intervalos de confianza para GA fueron más negativos que los 
de HC y las probabilidades a posteriori de la reducción de compuestos volátiles 
debido a GA son más fuertes que la reducción debida a HC (Prob(Ba < Bh)), siendo 
más del 99% en cada compuesto. 

GX presentó un efecto más acusado que los otros agentes encapsulantes. La 
reducción estimada para cada compuesto volátil fue la más alta cuando se usó GX 
como emulsificador (Tabla 4.7). Las gráficas D, E y F mostraron que el intervalo 
de confianza al 95% de las pendientes del modelo no se superponen entre sí, 
dando una fuerte evidencia de que el efecto de los agentes encapsulantes fue 
diferente en cada caso. 

La tabla 4.7 muestra la concentración estimada de compuestos volátiles en 
la muestra seca en µg/g (parámetro A) y las estimaciones del efecto de cada uno 
de los agentes encapsulantes sobre estos compuestos volátiles.  
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Tabla 4.7. Estimaciones del efecto de los agentes encapsulantes en cada compuesto volátil. 

Inf. = percentil 2.5, media y Sup. = percentil 97.5. A: concentración de volátiles (µg/g). Bh = 
reducción de la concentración de compuestos volátiles al aumentar la concentración de HC, Ba = 

idem para GA, Bx = idem para GX. Prob(Ba < Bh) = probabilidad posterior de que la reducción de 

cada compuesto volátil debido a GA es mayor que la reducción debida a HC (idem para las dos 

últimas filas). 

 

4.5.3.2. Contenido de humedad. 

El contenido de humedad de las micropartículas obtenidas es un indicador 
muy importante de la eficacia del proceso de secado y de la calidad del producto 
obtenido (Peng y col., 2013). El contenido de humedad de las diferentes muestras 
se muestra en la Tabla 4.5. La mezcla que contenía únicamente MDs y CDs (10/0) 
presentó el menor contenido en humedad. Sin embargo, cuando los agentes  
emulsionantes aumentaron (HC, GA y GX), también lo hizo la humedad. La 
humedad en el polvo osciló entre 1.3 y 3.3% en el caso de MDs y HC, entre 1.3 y 
1.7% para MDs y GA y entre 1.3 y 3% en el caso de MDs y GX. En el caso de 

Volátiles AE AB FR 

Parámetro Inf. Media Sup. Inf. Media Sup. Inf. Media Sup. 

A 1.1 1.2 1.3 5.3 5.5 5.7 3.5 3.9 4.2 

HC: Bh 

GA: Ba 

-0.57 

-5.36 

-0.24 

-3.55 

0.15 

-1.88 

-1.34 

-36.1 

-0.82 

-27.4 

-0.14 

-18.6 

-2.44 

-35.6 

-1.67 

-23.3 

-0.71 

-12.4 

GX: Bx -315 -167 -29 -976 -592 -210 -1333 -696 -68 

Prob(Ba < Bh) 

Prob(Bx < Ba) 

Prob(Bx < Bh) 

99.81% 

98.42% 

98.51% 

99.95% 

99.20% 

99.27% 

99.64% 

97.87% 

98.04% 
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aroma de melón la humedad osciló entre 1.5 y 2.8% cuando los polvos se secaron 
a cuatro temperaturas diferentes (145, 155, 165 y 175 ˚C) y dos concentraciones 
diferentes de MDs (3 y 5%) (Quek, Chok y Swedlund, 2007). Otros resultados 
comparables a los obtenidos para el aroma de fresa son los presentados en el 
estudio de Papadakis, Gardeli y Tzia en 2006, donde el contenido de humedad de 
las muestras osciló entre 0.6 y 4.5% para una gran variedad de condiciones 
experimentales con tres concentraciones diferentes de MDs y cuatro temperaturas 
de entrada. 

4.5.3.3. Análisis morfológico de las muestras. 

El análisis morfológico y estructural de las partículas de polvo obtenidas 
con los diferentes agentes encapsulantes se llevó a cabo mediante análisis SEM, 
que permite una visualización tridimensional de las muestras (Sahin-Nadeem, 
Torun y Ozdemir, 2011). 

Las muestras obtenidas a una temperatura de entrada baja presentan 
ondulaciones en superficie que contrastan con las partículas más redondeadas y  
con formas lisas y suaves para muestras obtenidas con temperaturas de entrada 
más altas. Las altas temperaturas favorecen una menor superficie de partícula 
evitando, de esta manera, las constricciones de las partículas (Finney, Buffo y 
Reineccius, 2002). Por esta razón, los experimentos se llevaron a cabo usando una 
temperatura de entrada relativamente alta (180 ˚C) con el objetivo de obtener 
partículas con formas suaves y redondeadas. 

La Figura 4.8A Y 4.8B muestra los resultados observados en el caso de 
MDs/HC/β-CDs. En la Figura 4.8A se observan las típicas partículas esféricas con 
alguna constricción. Sin embargo, cuando la concentración de HC aumentó 
(Figura 4.8B), las partículas perdieron su forma esférica y redondeada, 
convirtiéndose en amorfas e irregulares. Las partículas se hicieron más pegajosas 
en presencia de altas concentraciones de HC. Una explicación para estos 
resultados es que a medida que aumenta la concentración de HC, también 
aumenta la viscosidad de la emulsión y esta viscosidad puede afectar a la forma 
de las partículas en su secado, adquiriendo formas más irregulares. Las mezclas 
MDs/HC/β-CDs (5/5, 2.5/7.5 y 0/10) también produjeron partículas amorfas e 
irregulares. 
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Las Figuras 4.8C y 4.8D muestran los resultados observados en el caso de 
MDs/GA/β-CDs. Se observaron partículas esféricas para la combinación 9.5/0.5 
(C). Sin embargo, cuando la concentración de GA aumentó, se observaron las 
mismas formas irregulares que en la mezcla de MDs/HC/β-CDs. En las Figuras 
4.8E y 4.8F se observan los resultados de MDs/GX/β-CDs. La presencia de GX 
produjo partículas irregulares en todos los casos. 

Según Barros y Stringheta 2006, las partículas más regulares y con 
morfología más intacta se producen por un mejor proceso de microencapsulación. 
Según Tonon 2009, las partículas que presentan irregularidades en su superficie 
pueden tener dificultades en sus propiedades de flujo. Además, las partículas que 
presentan superficies rugosas tienen más superficie de contacto, lo que hace que 
sean más susceptibles a las reacciones de  degradación como es el caso de la 
oxidación. Por estas razones, los resultados observados con bajas concentraciones 
de HC y GA sugieren la idoneidad del sistema para la microencapsulación de 
aroma de fresa y su protección frente a la degradación.  

Como conclusión de esta parte del estudio, se puede afirmar que la mezcla 
de MDs/HC/β-CDs mostró el mejor balance entre las propiedades físico-químicas 
de la emulsión, la EE, ES, contenido de humedad y análisis morfológico. Es por 
ello que esta mezcla se seleccionó como la más adecuada para llevar a cabo 
estudios de estabilidad a diferentes temperaturas para las muestras obtenidas  
con diferentes técnicas de secado (secado por aspersión, liofilización y lecho 
fluido). 
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Figura 4.8. Microfotografías de microscopio electrónico para las diferentes muestras obtenidas. 
(A) MDs/HC/β-CDs (9/1). (B) MDs/HC/β-CDs (2.5/7.5).  (C) MDs/GA/β-CDs (9.5/0.5). 

(D) MDs/GA/β-CDs (8/2).  (E) MDs/GX/β-CDs (9.95/0.05). (F) MDs/GX/β-CDs (9.925/0.075). 

 

4.5.4. Estudios realizados con diferentes técnicas de secado. 

Teniendo en cuenta los resultados previos, la combinación MDs/HC/CDs 
fue la más apropiada para la microencapsulación de aroma de fresa. Entre todas 
las combinaciones analizadas se seleccionó la proporción 9/1 de MDs/HC a una 
concentración fija de CDs, de tal manera que esta fue la emulsión que se preparó 



 
 
 
 
 

CDS Y MICROENCAPSULACIÓN DE AROMAS  169 
 

para llevar a cabo los estudios de estabilidad a diferentes temperaturas y 
diferentes técnicas de secado. 

4.5.4.1. Eficacia de secado (ES). 

La mayor ES se obtuvo con la técnica de liofilización, oscilando entre 87 y 
88% (Tabla 4.8). En este proceso, las pérdidas fueron muy pequeñas comparadas 
con las de secado por aspersión o lecho fluido. Los resultados obtenidos para las 
muestras liofilizadas fueron ligeramente superiores a los descritos en otros 
artículos científicos para esta misma técnica: en la microencapsulación de lipasa 
de Yarrowia lipolytica el rendimiento obtenido fue de un 77% (Darvishi y col., 
2012) o 70% en el caso de aceite de lino microencapsulado con zeina (Quispe-
Condori y col., 2011). 

En el caso de secado por aspersión, para evitar grandes pérdidas de 
muestra, los experimentos se llevaron a cabo con alta temperatura de entrada y 
baja velocidad de la bomba. La ES obtenida fue muy similar para la mezcla 
MDs/HC (56%), MDs/HC/β-CDs (52%) y MDs/HC/γ-CDs (50%) (Tabla 4.8). 

 
Tabla 4.8. Eficacia de secado (ES) obtenida para las diferentes técnicas de secado analizadas. 

Técnica Mezcla Sólidos totales (g) Producto (g) ES (%) 

 

Secado por 

aspersión 

MDs/HC 

MDs/HC/β-CDs 

MDs/HC/γ-CDs 

169.4 

169.4 

169.4 

112.1 

104.6 

102 

56 ±2.3 

52 ±3.5 

50 ±3.1 

 
Liofilización 

MDs/HC 
MDs/HC/β-CDs 

84.7 
84.7 

73.6 
74.7 

87 ±2.5 
88 ±3.0 

 

Lecho fluido 

MDs/HC 

MDs/HC/β-CDs 

250 

250 

77.6 

82.5 

31 ±5.3 

33 ±4.8 

 
Durante el secado por aspersión, es muy importante el control de los 

factores inherentes al propio sistema, ya que cuanto mayor sea la velocidad de la 
bomba peor secado obtendremos en las partículas que se obtengan. Algo similar 
ocurre si la temperatura de entrada es baja, las partículas no se secarán lo 



 
 
 
 
 
170                                                             JOSÉ ANTONIO PELLICER BALSALOBRE                                 

 

suficiente por lo que no se obtendrá un buen producto final. Además, la 
temperatura baja favorece que las partículas se queden pegadas en la cámara de 
secado con la consecuente merma en la ES obtenida (Su y col., 2008). Lo 
importante es fijar las condiciones que mejor balance presenten para los 
compuestos microencapsulados. 

Finalmente, por lo que respecta a la técnica de lecho fluido, los resultados 
de ES fueron los más bajos de las tres técnicas. El rendimiento fue similar en las 
dos muestras preparadas y se encontró alrededor del 30% (Tabla 4.8). Estos 
resultados indicaron que lecho fluido es la peor técnica de secado en términos de 
ES comparado con secado por aspersión y liofilización, para la encapsulación de 
aroma de fresa. 

4.5.4.2. Contenido de humedad. 

Las características de las micropartículas obtenidas dependen de las 
propiedades físico-químicas de la emulsión, el tipo de secado y las condiciones 
fijadas para el secado. De esta manera, la humedad que presenten las 
micropartículas obtenidas influirá en la vida media del producto final (Quispe-
Condori y col., 2011). 

Según Klinkesorn y col., (2006), el máximo contenido de humedad para la 
mayoría de polvos obtenidos por diferentes técnicas de secado para la industria 
alimentaria debe oscilar entre 3-4%. Prácticamente todos los resultados obtenidos 
para las muestras de aroma de fresa con las diferentes técnicas de secado, están en 
concordancia con las especificaciones recomendadas en la industria (Tabla 4.9). 
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Tabla 4.9. Contenido de humedad de las diferentes muestras obtenidas. 

Técnica Mezcla Humedad (%) 

 

Secado por aspersión 

MDs/HC 

MDs/HC/β-CDs 
MDs/HC/γ-CDs 

2.0 ±0.20 

1.9 ±0.18 
2.3 ±0.15 

 

Liofilización 

MDs/HC 

MDs/HC/β-CDs 

3.9 ±0.32 

4.1 ±0.28 

 

Lecho fluido 

MDs/HC 

MDs/HC/β-CDs 

3.8 ±0.41 

4.6 ±0.23  

   

Es interesante resaltar que el secado por aspersión produjo micropartículas 
con el menor contenido de humedad (entre 1.9 y 2.3%) comparadas con las 
obtenidas por liofilización (entre 3.9 y 4.1%) o lecho fluido (entre 3.8 y 4.6%). Los 
resultados logrados mediante secado por aspersión fueron similares a los 
observados en los estudios de Frascareli y col., 2012 para la microencapsulación 
de aceite de café mediante secado por aspersión en los cuales, el contenido de 
humedad osciló entre el 0.8 y 3.2%, dependiendo de las condiciones ensayadas. 

4.5.4.3. Efecto del tiempo y la temperatura de almacenamiento. 

Los polvos obtenidos con las diferentes técnicas se almacenaron a diferentes 
temperaturas (4 y 25 ˚C) y la cantidad de compuestos volátiles del aroma de fresa 
presentes en ellos se midieron a diferentes tiempos (0, 1, 2 y 5 meses) para evaluar 
el efecto de la temperatura y tiempo de almacenamiento en su estabilidad. 

 Estabilidad de acetoacetato de etilo (AE). 

La Figura 4.9 muestra el efecto del tiempo de almacenamiento (hasta 5 
meses) y la temperatura (4 y 25 ˚C) en la estabilidad de AE en muestras obtenidas 
con diferentes agentes encapsulantes y técnicas de secado. 
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Figura 4.9. Efecto del tiempo y de la temperatura en la cantidad de AE en muestras con 

diferentes agentes encapsulantes MDs/HC/β-CDs (○), MDs/HC/γ-CDs (□), 

MDs/HC (●) y diferentes técnicas de secado (A) Secado por aspersión 4 ˚C (B) 

Secado por aspersión 25 ˚C (C) Liofilización 4 ˚C (D) Liofilización 25 ˚C (E) Lecho 

fluido 4 ˚C (F) Lecho fluido 25 ˚C. 

La técnica de secado por aspersión se ha usado con éxito en la 
microencapsulación de diferentes componentes alimentarios desde la década de 
los 50 del siglo pasado, con el objetivo de proporcionar a los aromas una 
protección frente a reacciones de degradación u oxidación y también para 
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convertir emulsiones líquidas en polvo. Hoy en día, el secado por aspersión es 
una de las técnicas más usadas para este fin (Desai y Park, 2005). 

La mezcla MDs/HC/β-CDs (○) a 4 ˚C (Figura 4.9A) proporcionó una mayor 
protección de AE tras 5 meses de almacenamiento comparada con MDs/HC/γ-
CDs (□) y MDs/HC (●). Con β-CDs en la mezcla, aproximadamente el 70% de AE 
permaneció en el polvo tras 5 meses de almacenamiento, mientras que en las otras 
mezclas este valor rondó el 50% en ambos casos. A 25 ˚C (Figura 4.9B) se observó 
el mismo comportamiento, siendo la mezcla MDs/HC/β-CDs (○) la que mejor 
protegió a este volátil. Sin embargo, como se observa en la Figura 4.9, el aumento 
de temperatura de 4 a 25 ˚C causó una disminución en la cantidad de AE presente 
en el polvo obtenido mediante secado por aspersión. Con la mezcla MDs/HC/β-
CDs se obtuvieron resultados más bajos a 25 ˚C y aproximadamente, el 45% de 
AE restante permaneció en el polvo tras 5 meses. Este valor fue muy similar al 
obtenido en el caso de MDs/HC y fue inferior al 40% que se mantuvo en presencia 
de la mezcla con γ-CDs. Es importante resaltar que a ambas temperaturas, la 
presencia de γ-CDs no mejoró el efecto protector de los compuestos volátiles 
comparando el resultado con el obtenido en presencia de β-CDs. Por esta razón, 
las técnicas de liofilización y lecho fluido se llevaron a cabo sólo con las mezclas: 
MDs/HC (●) y MDs/HC/β-CDs (○). 

La técnica de liofilización es usada en la industria para tratar de encapsular 
sustancias termosensibles o que no son estables en disolución acuosa. 
Exceptuando el largo proceso de deshidratación, esta técnica es un proceso 
sencillo, particularmente adecuado para la encapsulación de compuestos 
aromáticos. 

A ambas temperaturas (4 y 25 ˚C), se obtuvieron resultados similares 
(Figura 4.9C y 4.9D). A 4 ˚C (Figura 4.9C), la mezcla MDs/HC/β-CDs (○) retuvo el 
50% de AE tras 5 meses de almacenamiento. Este valor fue inferior a 40% en el 
mismo periodo de tiempo para la muestra sin CDs (●). Comparando este 
resultado con los obtenidos en secado por aspersión, el proceso de liofilización a 4 
˚C no mejoró la capacidad de retención de volátiles.  

Las curvas obtenidas a 25 ˚C (Figura 4.9D) fueron similares a las observadas 
a 4 ˚C, la presencia de CDs en la mezcla permitió la retención de mayor cantidad 
de AE tras 5 meses, sin embargo, ambos valores fueron inferiores a los obtenidos 
mediante secado por aspersión a 25 ˚C. 
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Originalmente desarrollada como una tecnología para la industria 
farmacéutica, el proceso de lecho fluido está en auge en la industria alimentaria 
(Rosenkranz y col., 2008). El proceso tipo “Wurster” está reconocido como el 
mejor para el recubrimiento de partículas individuales (Frey, 2014). 

A 4 ˚C (Figura 4.9E), la mezcla MDs/Hi-Cap/β-CD (○) obtuvo mejores 
resultados (35% de AE tras 5 meses) que la mezcla sin CDs (●) (aproximadamente 
5%). A 25 ˚C, las pérdidas de AE aumentaron en presencia de CDs y solo el 15% 
de este compuesto volátil permaneció en el polvo tras 5 meses en la mezcla 
MDs/Hi-Cap/β-CD (○). Tras 1 mes de almacenamiento, en ausencia de CDs, las 
pérdidas de AE, fueron aproximadamente de un 90% a ambas temperaturas. 

Comparando estos resultados con los observados previamente para secado 
por aspersión y liofilización en el caso de AE, se puede concluir que lecho fluido 
no fue una tecnología adecuada para la retención de este compuesto debido a las 
grandes pérdidas observadas tras 5 meses. 

 Estabilidad de alcohol bencílico (AB). 

La Figura 4.10 mostró el efecto del tiempo y la temperatura de 
almacenamiento en la estabilidad de AB en muestras obtenidas con diferentes 
agentes encapsulantes y técnicas de secado. 

Respecto al proceso de secado por aspersión (Figura 4.10A y 4.10B) se 
obtuvieron resultados similares en las tres mezclas analizadas. A 4 ˚C (Figura 
4.10A), la presencia de β-CDs (○) en el medio permitió la retención de una mayor 
cantidad de AB tras 5 meses de almacenamiento, comparado con las mezclas 
MDs/HC/γ-CDs (□) y MDs/HC (●). A 25 ˚C (Figura 4.10B), los resultados fueron 
similares en presencia de β- (○) o γ-CDs (□), mejorando ligeramente los resultados 
respecto a las muestras en su ausencia. Es importante resaltar la alta estabilidad 
de AB ya que más del 85% del mismo permaneció en el polvo tras 5 meses de 
almacenamiento. 

Respecto al proceso de liofilización (Figuras 4.10C y 4.10D), se observa que 
la presencia de CDs a 4 o 25 ˚C protegió este volátil tras 5 meses de 
almacenamiento. La Figura 4.10C mostró que aproximadamente el 85% de AB 
permaneció en el polvo tras 5 meses de almacenamiento, mientras que este valor 
fue inferior en el caso de la mezcla MDs/HC (●) (75%). A 25 ˚C, se obtuvieron 
resultados similares. Comparando los resultados obtenidos para la técnica de 
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secado por aspersión y liofilización, se puede concluir que la primera favorece la 
retención de los volátiles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.10. Efecto del tiempo y de la temperatura en la cantidad de AB en muestras con 

diferentes agentes encapsulantes MDs/HC/β-CDs (○), MDs/HC/γ-CDs (□), MDs/HC (●) y 

diferentes técnicas de secado (A) Secado por aspersión 4 ˚C (B) Secado por aspersión 25 ˚C (C) 

Liofilización 4 ˚C (D) Liofilización 25 ˚C (E) Lecho fluido 4 ˚C (F) Lecho fluido 25 ˚C. 
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Finalmente, respecto a la estabilidad de AB con lecho fluido se observó 
(Figuras 4.10E y 4.10F) que a 4 ˚C, la mezcla MDs/Hi-Cap/β-CD (○) mostró valores 
similares a los obtenidos en el caso de secado por aspersión y liofilización. Sin 
embargo, en ausencia de CDs, se observó un gran descenso y solo el 25% de AB 
inicial permaneció en el polvo tras 5 meses de almacenamiento. Cuando la 
temperatura subió hasta los 25 ˚C, las pérdidas de AB en presencia de β-CDs 
fueron superiores con esta técnica (Figura 4.10F).  

A pesar de que la cantidad de AB disminuyó en el polvo con el aumento de 
temperatura, la presencia de CDs en la mezcla de agentes encapsulantes, protege 
a este compuesto volátil. 

 Estabilidad de fraistone (FR). 

La Figura 4.11 mostró el efecto del tiempo y la temperatura de 
almacenamiento en la estabilidad de FR en muestras obtenidas con diferentes 
agentes encapsulantes y técnicas de secado. 

La estabilidad de FR en el polvo obtenido mediante secado por aspersión se 
explica en las Figuras 4.11A y 4.11B. A 4 ˚C (Figura 4.11A), la mezcla MDs/HC (●) 
protegió mejor a FR que en presencia de CDs (○ ó □). Sin embargo, a 25 ˚C, la 
mezcla MDs/HC/β-CDs (○) mostró los mejores resultados (90% en presencia de β-
CDs y 80% en su ausencia (●)). La presencia de γ-CDs (□) no mostró mejor 
protección que β-CDs, de tal manera que se descartó su uso en las técnicas de 
liofilización y lecho fluido. 

En el caso de la técnica de liofilización, los resultados se observan en las 
Figuras 4.11C y 4.11D. Como puede verse, ambas gráficas son similares. A 4 ˚C 
(Figura 4.11C), la cantidad de FR restante fue 60% tras 5 meses de 
almacenamiento con CDs y aproximadamente 45% en su ausencia. Un 
comportamiento similar se observó a 25 ˚C (Figura 4.11D). Como se observa, FR 
presentó alta termoestabilidad ya que el aumento de temperatura no afectó a la 
cantidad de este compuesto tras 5 meses de almacenamiento. 
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Figura 4.11. Efecto del tiempo y de la temperatura en la cantidad de FR en muestras con 
diferentes agentes encapsulantes MDs/HC/β-CDs (○), MDs/HC/γ-CDs (□), 

MDs/HC (●) y diferentes técnicas de secado (A) Secado por aspersión 4 ˚C (B) 

Secado por aspersión 25 ˚C (C) Liofilización 4 ˚C (D) Liofilización 25 ˚C (E) Lecho 

fluido 4 ˚C (F) Lecho fluido 25 ˚C. 
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Finalmente, respecto a la técnica de lecho fluido, los resultados de FR se 
muestran en la Figura 4.11E y 4.11F.  A 4 ˚C, se obtuvo una gran disminución en 
el caso de MDs/HC/β-CDs (○) y solo el 45% de FR permaneció en el polvo tras el 
tiempo de almacenamiento, mientras que este valor fue inferior al 10% en 
ausencia de CDs, lo que indica la importancia de la presencia de CDs en la 
protección de este compuesto. Los resultados obtenidos a 25 ˚C fueron similares a 
los obtenidos a 4 ˚C y las pérdidas en presencia/ausencia de CDs también fueron 
parecidas. 

4.5.4.4. Análisis del tamaño de partícula. 

La Figura 4.12 muestra la distribución del tamaño de partícula para las 
muestras obtenidas con los diferentes agentes encapsulantes. El proceso de 
encapsulación fue el factor que más afectó al tamaño de partícula, teniendo en 
cuenta que se usó la misma proporción de agentes encapsulantes para preparar 
las emulsiones que se llevaron al secador por aspersión, al liofilizador y al lecho 
fluido. 

El tamaño de partícula más pequeño se obtuvo con el secado por aspersión. 
El parámetro D[4:3] fue 8.76 µm, valor que es similar al de otros compuestos 
encapsulados mediante esta técnica, como es el caso de la microencapsulación de 
aceite de café, el valor obtenido de tamaño de partícula osciló entre 7.88 y 13 µm 
(Frascareli y col., 2012). En el caso de la microencapsulación de lípidos mediante 
secado por aspersión, el diámetro fluctuó entre 8.1 y 17.9 µm (Strobel y col., 2016). 
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Figura 4.12. Distribución del tamaño de partícula de los diferentes polvos  
obtenidos mediante secado por aspersión, liofilización y lecho fluido. 

 (Inset) Valores obtenidos en cada uno de los parámetros analizados. 

 
El valor D[4:3] obtenido para el proceso de liofilización fue 637 µm. El mayor 

tamaño obtenido en las micropartículas liofilizadas se debe a la baja temperatura 
a la que se realiza el proceso y la ausencia de fuerza para romper las gotas 
congeladas o alterar la superficie durante el secado (Chen, Chi y Xu, 2012). En 
concordancia con nuestros resultados, la microencapsulación de un extracto 
fenólico mediante liofilización generó un diámetro similar (684 µm) usando goma 
guar y polidextrosa como encapsulantes (Kuck y Zapata-Noreña, 2016). 

Los resultados de lecho fluido dieron lugar a partículas con un diámetro 
intermedio entre secado por aspersión y liofilización (D[4:3] = 462 µm). 

Los valores “span” o de amplitud están relacionados con la distribución del 
tamaño de partícula y se calculan mediante la fórmula descrita en la sección de 
material y métodos. Valores bajos indican muestras con una distribución 
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homogénea, que es una propiedad muy deseable en este tipo de muestras 
(Fernandes, Borges y Botrel, 2014). Lecho fluido dio lugar a las muestras con 
mayor homogeneidad, con un valor span de 1.64, a continuación secado por 
aspersión con un valor de 2.11 y finalmente liofilización con un valor de 2.42. 

4.5.4.5. Análisis morfológico de las muestras. 

La estructura morfológica de los diferentes polvos obtenidos mediante 
secado por aspersión, liofilización y lecho fluido se analizó en el microscopio 
electrónico de barrido. Como se puede observar en la Figura 4.13, las diferentes 
tecnologías de secado dieron lugar a distintas morfologías: partículas suaves y 
redondeadas (Figura 4.13A) se obtuvieron mediante secado por aspersión. Esta 
forma de partícula es la más adecuada para la protección y retención de los 
compuestos volátiles. 

Con el proceso de liofilización se obtuvieron estructuras amorfas tipo cristal 
(Figura 4.13B). Según Kaushik y Roos (2007), estas estructuras amorfas cristalinas 
que se forman en los procesos de deshidratación protegen a los compuestos 
encapsulados en su interior frente al calor y oxígeno. 

La Figura 4.13C muestra la microestructura de las partículas obtenidas en el 
caso de lecho fluido: Morfologías amorfas e irregulares. La estructura resultante 
es difícil de comparar con otros resultados debido a la ausencia de trabajos de 
investigación donde se use lecho fluido para la microencapsulación de 
componentes alimentarios. 
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Figura 4.13. Microfotografías de una muestra de  

secado por aspersión (A),  liofilización (B) y lecho fluido (C). 
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CAPÍTULO V. USO DE CDs PARA LA ELIMINACIÓN DE 
COLORANTES DE AGUAS DE LA INDUSTRIA TEXTIL 

5.1 INTRODUCCIÓN 

El uso de agua en aplicaciones domésticas, industriales y en agricultura 
implica su contaminación. Hoy en día, el vertido de contaminantes en el medio 
ambiente es un serio problema que afecta tanto a la calidad del suelo como del 
agua. Estos contaminantes son rápidamente asimilados por la flora y fauna 
existente y muchos de ellos no sólo tienen efectos tóxicos en el medio ambiente, 
sino que también afectan al ser humano. Esto hace necesario un esfuerzo 
constante para proteger los recursos hídricos disponibles mediante la 
implementación de leyes más estrictas en este ámbito (Crini y Badot, 2010). 

Existe una gran variedad de tratamientos para descontaminar aguas 
residuales, éstos incluyen coagulación/floculación, adsorción en carbones activos, 
oxidación, filtración mediante membranas o procesos de oxidación avanzada 
(Verma, Dash y Bhunia, 2012). Sin embargo, a pesar de su eficacia, muchos de 
estos procesos no pueden usarse a escala industrial por razones económicas.  

 Pequeñas y medianas empresas no cuentan con el presupuesto necesario 
para poder invertir en tratamientos adicionales del agua, no sólo por el alto coste 
de los equipos, sino también por el mantenimiento asociado a los mismos. Otro 
problema a resaltar es que las aguas residuales de la industria son difíciles de 
tratar debido a su variedad y composición (contaminantes orgánicos e 
inorgánicos). Los procesos de descontaminación propuestos hasta la fecha no son 
capaces de eliminar toda la carga contaminante presente en el agua. En la 
práctica, se usa una combinación de diferentes procesos para su eliminación con 
el objetivo de obtener la calidad de agua deseada de la forma más económica 
posible. Esto se debe a que no existe un tratamiento que sea capaz de eliminar 
todos los contaminantes de forma simultánea del agua a unos niveles adecuados. 
Otra dificultad que existe es la baja concentración de las moléculas o iones que 
están contaminando el agua. Por ello, existe una necesidad de desarrollar nuevos 
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tratamientos aceptables a nivel industrial que sean efectivos para un amplio 
rango de compuestos a bajas concentraciones (Ávila y col., 2015). 

5.1.1. Uso de ciclodextrinas para descontaminar aguas residuales de la 
industria textil. 

Gran parte de la investigación de los últimos años en el campo de 
reutilización de aguas residuales se ha centrado en el uso de diferentes 
polisacáridos que pueden ser obtenidos en grandes cantidades y que además son 
inocuos para el medio ambiente (Borgogna, Bellich y Cesaro, 2011). Especial 
atención se les ha prestado a las CDs, moléculas naturales derivadas del almidón 
(Hedges, 1998; Dodziuk, 2006).  

Las numerosas propiedades de estos compuestos junto con su inocuidad 
para el ser humano han llevado su uso a la industria farmacéutica, biomedicina, 
biotecnología o industria textil. Las CDs pueden emplearse en su forma nativa o 
modificada. La gran versatilidad de estos compuestos se debe a su capacidad de 
formar complejos de inclusión con una amplia variedad de compuestos, de ahí 
que sean moléculas con un gran interés industrial (Shi y col., 2015; Izadmanesh y 
Ghasemi, 2016). 

En los últimos años, se ha centrado el interés de estos compuestos en la 
descontaminación de aguas residuales. Las CDs nativas y todas sus modificadas 
se usan en la descontaminación de aguas residuales y acuíferos, mediante  la 
encapsulación, separación y absorción de los contaminantes. Esto es debido 
principalmente al hecho de que las CDs, y en particular su cavidad hidrofóbica, 
pueden atrapar compuestos aromáticos y otras moléculas hidrofóbicas (Kumar y 
col., 2015). 

Entre otros, los colorantes de tintado de telas son contaminantes habituales 
en las aguas residuales de la industria textil (Brillas y Martínez-Huitle, 2015). La 
contaminación del agua debida a estos colorantes es objeto de amplia 
investigación debido a la gran cantidad de agua que se necesita tratar. Diferentes 
estudios pusieron de manifiesto que existen más de 100.000 colorantes 
disponibles y la producción anual de aguas contaminadas debido a estos 
compuestos se eleva a 7x105 toneladas (Robinson y col., 2001). Estos colorantes 
son compuestos aromáticos complejos con estructuras de gran tamaño con un alto 
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grado de estabilidad química y biológica y con gran resistencia a la luz, 
microorganismos, etc. de tal manera que son muy resistentes a la degradación 
(Savin y Butnaru, 2008). Y estos colorantes forman complejos de inclusión con 
diferentes tipos de CDs, tanto nativas como modificadas (Yan y col., 2016). 

Debido a la elevada solubilidad acuosa que presentan las CDs, éstas no 
pueden usarse directamente para la complejación de colorantes y posterior 
retirada. Es por tanto necesario la fabricación de polímeros de CDs o su 
inmobilización en soportes sólidos, con el fin de poder fijarlas y pasar las aguas 
residuales a su través. En la literatura, existen numerosos estudios acerca de la 
preparación, caracterización y aplicaciones de polímeros insolubles de CDs. Entre 
ellos, los obtenidos mediante copolimerización de CDs con agentes 
polimerizantes en medio alcalino han acaparado mucho la atención, debido a su 
facilidad de síntesis, alta capacidad de absorción y selectividad. Entre todas las 
reacciones, el entrecruzamiento químico usando epiclorohidrina (EPI), es el 
método más sencillo para producir polímeros de CDs insolubles con aplicaciones 
medioambientales (Mallard y col., 2015). 

Como se mencionó anteriormente, las CDs son solubles en agua y por tanto 
deben ser procesadas en forma de polvo sólido antes de que se puedan usar en 
procesos de separación y absorción de diferentes compuestos. Debido a su 
estructura, las CDs tienen la capacidad de formar redes mediante 
entrecruzamiento por reacción directa entre los grupos hidroxilo de las CDs y el 
agente de acoplamiento para formar polímeros insolubles. El principal producto 
de la reacción entre CDs y el agente entrecruzante, como es el caso de EPI en 
medio alcalino, es una mezcla heterogénea de diversos éteres de glicerol. Renard 
y col. en 1997 demostraron que la reacción de las CDs con EPI bajo condiciones 
controladas, evitando la gelificación de la mezcla, da lugar a polímeros solubles 
con estructuras hiperramificadas. Esta estructura se confirmó mediante 
electrospray de ionización. La cavidad de las CDs mantiene su capacidad de 
formar complejos en este estado y los polímeros obtenidos son mucho más 
insolubles que las propias CDs. Si el grado de copolimerización es 
suficientemente alto, la matriz de CDs se hace insoluble en agua (Sainz-Rozas, 
Isasi y González-Gaitano, 2005). Estos materiales se obtienen mediante 
condensación usando agentes polimerizantes bi- o polifuncionales como 
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aldehídos, cetonas, isocianatos o epóxidos como EPI. Los polímeros que se 
obtienen pueden ser hidrofóbicos, hidrofílicos, iónicos o anfifílicos.  

5.1.2. Polímeros de CDs y EPI. 

Entre todos los polímeros que pueden formarse, los más usados son los 
formados con CDs y EPI. EPI (1-cloro-2,3-epoxipropano) es el agente 
polimerizante más usado en la química de polisacáridos (Crini y Morcellet, 2002). 
Es un agente polimerizante bifuncional que contiene 2 grupos reactivos 
funcionales (Figura 5.1), que pueden formar enlaces con las moléculas de CDs 
(entrecruzamiento) y/o con ellos mismos (polimerización). El polímero resultante 
es una mezcla de unidades de CDs junto con gliceroles. Los enlaces resultantes 
entre las CDs son relativamente polares. Debido al hecho de que la red que se 
forma es altamente hidrofílica y se hincha fuertemente en agua, estos polímeros 
también son denominados geles o hidrogeles.  

 
 
 
 
 
 
 

Figura 5.1. Polímeros insolubles de CDs usando EPI como agente polimerizante. 

 
La reacción de entrecruzamiento entre las CDs y EPI es una reacción muy 

bien descrita en la literatura (Mocanu, Vizitiu y Carpov, 2001) además de ser un 
método relativamente sencillo de preparación. Sin embargo, aunque este método 
se desarrolló hace más de 60 años y es un método simple y sencillo de 
preparación, sigue interesando a la comunidad científica hoy en día. 

La principal desventaja de EPI es su toxicidad. Este agente no es 
considerado respetuoso con el medio ambiente ya que es peligroso 
medioambientalmente y carcinogénico, por ello no sólo hay preocupación en la 
interacción que este compuesto puede tener con el medioambiente sino también 
en su posible contacto con el ser humano. Esto ha llevado a centrar las 
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investigaciones en la búsqueda de otros agentes polimerizantes. Sin embargo, hay 
que señalar que la presencia de moléculas de EPI sin reaccionar es muy 
improbable ya que EPI es muy reactiva y sufre procesos de hidrólisis en medio 
alcalino. Además, los polímeros que se producen con EPI son generalmente 
purificados antes de su uso (Crini y Morcellet, 2002).  

Los ácidos policarboxílicos o los derivados del ácido cítrico son agentes 
polimerizantes menos problemáticos. También se han propuesto como solución 
derivados de diisocianato. En todos estos procesos, las reacciones ocurren entre el 
grupo -OH de las CDs y los grupos funcionales de los agentes polimerizantes.  

5.1.3. Polímeros de chitosan. 

Una alternativa a los polímeros de EPI se centra en el desarrollo de 
polímeros biodegradables, respetuosos con el medio ambiente y que necesiten 
menos tratamiento químico durante su producción. Se han desarrollado 
diferentes polímeros obtenidos de distintas fuentes como hongos (Damodaran y 
col., 2014), algas (He y Chen, 2014), bacterias (Kieu, Muller y Horn, 2011) y 
levaduras (Machado, Soares y Soares, 2010) para la eliminación y recuperación de 
diferentes contaminantes del agua. Se ha demostrado que estos sorbentes son más 
efectivos que las resinas en muchos casos. Además de ser efectivos, presentan 
bajo costo y están disponibles en grandes cantidades y, lo que es más importante, 
contienen en su estructura grupos funcionales como amino, carboxilo, hidroxilo y 
carbonilo (Wang y Chen, 2009). 

La quitina es el segundo polisacárido más abundante en la naturaleza tras la 
celulosa. Su producción estimada oscila entre 1010 y 1012 toneladas por año 
(Kumar, 2000). Es un polímero lineal de unidades de β-(14)-N-acetil-D-
glucosamina. Chitosan es un polímero que se obtiene a partir de la deacetilación 
de la quitina. Este polímero contiene grupos polares diferentes y la presencia de 
estos grupos le proporciona al chitosan su capacidad de absorber compuestos 
presentes en el agua. Debido a su carga positiva en los grupos amino bajo 
condiciones ácidas, se le considera como un polímero catiónico, el cual puede ser 
fácilmente unido a moléculas cargadas negativamente. Además, chitosan es 
biocompatible y no tóxico para el ser humano y el medioambiente y además 
muestra actividad antimicrobiana y antioxidante (Muzzarelli, 2011). Estas 
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propiedades hacen de chitosan un biopolímero natural con aplicaciones en 
diferentes campos incluyendo farmacia y medicina (Ong y col., 2008), industria de 
alimentos (Aider, 2010), textil (Alonso y col., 2009) y de tratamiento de aguas (Hu 
y col., 2013). 

Algunas variantes de los polímeros de chitosan incluyen la adición de CDs, 
dando lugar a polímeros chitosan-CDs. Incluso se pueden añadir partículas de 
hierro a estos polímeros dando lugar a sorbentes con propiedades magnéticas que 
presentan mejores propiedades a la hora de separarlos de las aguas residuales con 
las que están en contacto. 

5.2. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.2.1. Reactivos. 

-, β-, γ-, HP--, HP-β- y HP-γ-CDs fueron suministradas por AraChem 
(Holanda), borohidruro de sodio, hidróxido de sodio, epiclorhidrina y acetona 
fueron suministrados por Sigma-Aldrich (España). El colorante Rubí Directo fue 
proporcionado por AITEX (Asociación de Investigación de la Industria Textil, 
Alcoy, España). 

5.2.2. Preparación del polímero. 

El proceso de preparación del polímero de CDs con EPI fue el mismo 
independientemente del tipo de CDs empleadas en la preparación. 60 mg de 
borohidruro se mezclaron con 24 g de CDs, a esto se adicionaron 24 mL de agua. 
Tras agitación durante 10 min. a 50 ˚C, se adicionaron 26 mL de hidróxido de 
sodio al 40% y se mantuvo en agitación durante 5 min. Tras este tiempo, se 
adicionaron 264 g de EPI, gota a gota. Esta mezcla se mantuvo en agitación 
durante 6 horas hasta que la disolución adquirió consistencia de polímero. El 
polímero se lavó con 100 mL de acetona durante 10 min. Tras este tiempo, el 
polímero se colocó en una placa Petri, que fue llevada a estufa donde se mantuvo 
durante toda la noche a 50 ˚C, para eliminar restos de acetona y para secar 
completamente el polímero. 
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5.2.3. Preparación del colorante. 

La capacidad de absorción se investigó usando el colorante Rubí Directo 
(RD) BL como modelo de molécula huésped. RD es un colorante de tipo azoico 
(CAS 90880-77-6) cuya fórmula es C33H20N6Na4O17S4 y su peso molecular 992.77. 
La estructura del colorante se observa en la Figura 5.2. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 5.2. Estructura química del colorante Rubí Directo. 

 
A partir de una concentración madre de colorante de 500 mg/L, se 

prepararon diferentes diluciones hasta llegar a las concentraciones: 25, 50, 75, 100, 
150, 200, 250 y 300 mg/L que fueron evaluadas en términos de absorción por cada 
uno de los polímeros. 

5.2.4. Análisis y evaluación de la capacidad de absorción. 

La concentración de colorante se determinó usando un espectrofotómetro 
(Shimadzu UV-1603), mediante la medida de la absorbancia de la disolución antes 
y después del tratamiento con el polímero, a la longitud de onda correspondiente 
al máximo de absorbancia del colorante (λmax = 526 nm) (Figura 5.3). 
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Figura 5.3. Espectro de absorción del colorante Rubí Directo. 

 
A partir de las diferentes concentraciones de RD preparadas se determinó 

la recta de calibrado de dicho colorante como se observa en la Figura 5.4. 
 

 
 
 
 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 5.4. Recta de calibrado de Rubí Directo. 
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Los datos obtenidos fueron usados para calcular la capacidad de absorción 
del polímero. En muchos casos, fue necesaria la dilución de la muestra para 
obtener una absorbancia entre 0 y 1, que permitiera aplicar la ley de Lambert-
Beer. 

5.2.5. Experimentos de absorción. 

Los datos experimentales se determinaron a 25 ˚C, variando la 
concentración de colorante en disolución de 25 a 300 mg/L. En cada experimento, 
se añadió 1 g de polímero a 50 mL de cada una de estas concentraciones de 
colorante. La mezcla se agitó  en un multiagitador a una velocidad constante de 
500 rpm. Cada 10 min se determinó la cantidad de colorante presente en la 
disolución hasta que se alcanzó el equilibrio y se obtuvo la máxima eliminación 
de colorante posible con 1 g de polímero. La fase sólida se separó mediante 
centrifugación para eliminar cualquier impureza que pudiera afectar a la medida 
posterior. 

La cantidad de colorante absorbido en el equilibrio, qe, se calculó a partir de 
la ecuación de balance de masa (5.1):  

 

qe= 
V(Co-Ce)

m        (5.1) 

 
donde Co es la concentración inicial de colorante en la disolución (mg/L), Ce es la 
concentración de colorante en el equilibrio (mg/L), V es el volumen de cada una 
de las disoluciones de colorante usadas (L) y m es la masa de polímero empleada 
(g). Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. 

5.2.6. Cinética de absorción. 

En la literatura, se han descrito tres modelos cinéticos para los procesos de 
absorción: 

--Modelo cinético de pseudo primer orden (Ho, 2004). 
--Modelo cinético de pseudo segundo orden (Ho y McKay 1998). 
--Modelo de difusión intrapartícula (Weber y Morris, 1963). 
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En el desarrollo de esta tesis, estos tres modelos fueron investigados, con el 
objetivo de encontrar aquellos que mejor se ajustaran a los datos experimentales 
obtenidos. 

5.2.6.1. Modelo cinético de pseudo primer orden. 

En 1898, Lagergren presentó la primera ecuación para la absorción de 
solutos a partir de una solución líquida en carbón (Lagergren, 1898). La ecuación 
de Lagergren fue la primera ecuación cinética para la absorción basada en la 
capacidad del sólido. Este modelo asume que la tasa de cambio de soluto 
admitida con el tiempo es directamente proporcional a la diferencia de la 
concentración de saturación y la cantidad de sólido admitido con el tiempo. Con 
el objetivo de distinguir la ecuación cinética basada en la capacidad de absorción 
de un sólido de una basada en la concentración de la solución,  la ecuación de 
Lagergren también se ha denominado como ecuación de pseudo primer orden 
(5.2): 

 
dqt

dt =k1 (qe-qt)     (5.2) 
 
donde qt y qe son la cantidad absorbida a tiempo t y en el equilibrio (mg/g) y k1 es 
la constante del modelo (min-1). Tras integración y aplicación de t= 0 a t=t y qt=0 a 
qt=qt, la forma integrada de la ecuación se transforma en: 
 

    log ൬
qe

qe-qt
൰ = 

k1

2.303 t     (5.3)   

 
Esta ecuación se puede reordenar con el objetivo de obtener su forma lineal: 
 

    log(qe-qt)= log qe - 
k1

2.303 t     (5.4) 

 
La representación del log (qe-qt) frente al tiempo da lugar a una línea recta 

para la cinética de primer orden, que permite conocer la constante k1. 
Cuando la absorción es precedida de difusión a través de una capa límite, la 

cinética, en la mayoría de los casos, sigue la ecuación de pseudo primer orden de 
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Lagergren. Si los resultados experimentales no siguen las ecuaciones anteriores, la 
absorción no es un proceso de difusión controlada y los datos difieren en dos 
aspectos importantes (Ho y McKay, 1998).  

 
 k1 (qe-qt) no representa el número disponible de sitios de absorción. 
 log qe no es igual al intercepto de la representación de log (qe-qt) 

frente al tiempo.  
 
Si esto sucede, la reacción no es de primer orden, independientemente de la 

magnitud del coeficiente de correlación. En la literatura se ha descrito que los 
datos no se ajustan bien con la ecuación en todo el rango de tiempo de contacto y 
es generalmente aplicable en las etapas iniciales del proceso de absorción pero no 
en las finales. 

5.2.6.2. Modelo cinético de pseudo segundo orden. 

El proceso de absorción puede ser descrito como un modelo de pseudo 
segundo orden. La ecuación diferencial es la siguiente (Ho y McKay, 1999): 

 

    
dqt

dt =k2(qe-qt)2   (5.5) 

donde qe es la cantidad de colorante absorbida en el equilibrio (mg/g), qt es la 
cantidad de colorante absorbida a cada tiempo t (mg/g) y k2 es la constante de 
equilibrio del modelo de absorción de pseudo segundo orden (g/mg min). 
Integrando la ecuación anterior para las condiciones  t= 0 a t=t y qt=0 a qt=qt da 
lugar a: 
 

    
1

(qe-qt)
= 

1
qe

+ k2t     (5.6) 

 
Esta ecuación puede ser reordenada para obtener su forma lineal: 
 

   
t
qt

= 
1

k2qe2 + 
1
qe

t      (5.7) 
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Los parámetros k2 y qe pueden ser obtenidos directamente del intercepto y 
la pendiente de la representación de t/qt frente al tiempo. Si el modelo de pseudo 
segundo orden es aplicable, la representación da lugar a una relación lineal que 
permite calcular k2 y qe sin tener que conocer ningún parámetro de antemano. El 
segundo orden (y también el primero) se basan en la capacidad de absorción: sólo 
predice el comportamiento a lo largo del rango conjunto y establece que la 
quimiabsorción es la tasa de control. 

5.2.6.3. Modelo de difusión intrapartícula. 

En general, el mecanismo de eliminación de colorante mediante absorción 
en un polímero incluye las siguientes etapas. 

 Migración del colorante  de la solución a la superficie del absorbente 
(difusión). 

 Difusión del colorante a través de la capa límite a la superficie del 
absorbente (film difusión). 

 Transporte del colorante de la superficie al interior de los poros de la 
partícula (difusión intrapartícula). 

 Absorción del colorante en un sitio activo del polímero (reacción 
química vía intercambio iónico, complejación y/o quelación). 

 
La absorción de colorante está controlada tanto por la tasa de transporte de 

masa de la fase líquida como por la tasa de transporte de masa intrapartícula. De 
esta manera, la transferencia de masa difusiva se incorpora al proceso de 
absorción. En los estudios de difusión, la tasa puede ser expresada en términos de 
la raíz cuadrada del tiempo. La dependencia matemática de qt frente a t ½ es 
obtenida si el proceso se considera que está influido por la difusión en las 
partículas y difusión convectiva en la solución. De acuerdo con el modelo de 
difusión intrapartícula propuesto por Weber y Morris (1963), la ecuación es:  

 
qt=ki√t+ C      (5.8) 

 
donde qt es la cantidad de soluto en la superficie del sorbente a tiempo t (mg/g), ki 
la constante de la tasa de difusión intrapartícula (mg/g min ½), t es el tiempo 
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(min) y C es el intercepto (mg/g). Los valores de ki se obtienen de las pendientes 
de la representación de qt frente al tiempo.  

Si el modelo de difusión intrapartícula está implicado en los procesos de 
absorción, la representación de la raíz cuadrada del tiempo frente a qt daría lugar 
a una relación lineal y el modelo de difusión intrapartícula sería el que controlaría 
el proceso si esta línea pasara por el origen. Cuando los puntos no pasan por el 
origen, esto indica cierto nivel de control de la capa límite y por tanto este tipo de 
difusión no es la única que interviene en el proceso. 

5.2.7. Equilibrio de absorción. 

Las propiedades de absorción y los datos de equilibrio, conocidos como 
isotermas de absorción, describen como interactúan los contaminantes con los 
materiales absorbentes, y por ello son muy importantes a la hora de optimizar las 
condiciones de absorción de cada polímero evaluado. Con el objetivo de 
optimizar el diseño del sistema de absorción para eliminar colorantes de 
disoluciones, es importante establecer la correlación más adecuada para las 
curvas de equilibrio. Existen diferentes isotermas disponibles para el análisis de 
los datos de equilibrio obtenidos experimentalmente, incluyendo las isotermas de 
Freundlich, Langmuir, Toth, Temkin, Redlich-Peterson, Sips y Dubinin-
Radushkevich. De todas estas, las dos isotermas más comunes son las de 
Freundlich y Langmuir. La de Langmuir es la isoterma de absorción mejor 
conocida de todas las existentes para el análisis de los datos experimentales (Ho, 
Porter y McKay, 2002). 

En este apartado de la tesis, los datos experimentales de equilibrio de 
absorción obtenidos con Rubí Directo y polímeros de CDs se analizaron mediante 
las isotermas de Freundlich, Langmuir y Temkin. 

5.2.7.1. Isoterma de Freundlich. 

La isoterma de Freundlich es la primera descrita para explicar el proceso de 
absorción (Freundlich, 1906). El modelo se aplica al proceso de absorción en 
superficies heterogéneas con interacción entre las moléculas absorbidas y sugiere 
que la energía de absorción disminuye exponencialmente al completar todos los 
sitios del absorbente. Esta isoterma es un modelo empírico empleado para 
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describir sistemas heterogéneos y se expresa mediante la siguiente ecuación (Ho, 
Porter y McKay, 2002): 

qe=(kFCe)1/nF      (5.9) 
 

donde qe es la concentración de colorante en el equilibrio con el polímero (mg/g), 
Ce es la concentración de colorante en disolución (mg/L), KF es la constante de 
Freundlich (L/g) relacionada con la energía de enlace y 1/nF es el factor de 
heterogeneidad. nF es una medida de la desviación de la linealidad de la 
absorción. Su valor indica el grado de no-linealidad entre la concentración de la 
disolución y la absorción, de tal manera que si el valor de nF es igual a la unidad, 
la absorción es lineal, si el valor es inferior a la unidad, implica que el proceso de 
absorción es químico y si el valor está por encima de la unidad, la absorción es un 
proceso físicamente favorable. A partir de la expresión de Freundlich se puede 
obtener una ecuación lineal aplicando logaritmos en la ecuación anterior: 
 

ln qe= ln KF+ 
1
nF

ln Ce     (5.10) 
 
Por tanto, la representación del ln qe frente al ln Ce se usó para generar el valor del 
intercepto (KF) y la pendiente a partir de 1/nF. 

5.2.7.2. Isoterma de Langmuir. 

La isoterma de Langmuir se usa frecuentemente para estudiar el proceso de 
absorción de un contaminante de una disolución. El modelo de absorción se basa 
en las siguientes premisas (Ho, Porter y McKay, 2002): 

 El proceso de absorción se da en lugares específicos y homogéneos 
dentro del polímero. 

 Cada molécula de colorante ocupa un lugar. 
 El polímero tiene una capacidad finita para la absorción (en el 

equilibrio, el punto de saturación se alcanza cuando no existe más 
capacidad de absorción). 

 Todos los lugares son idénticos y energéticamente equivalentes (el 
polímero es estructuralmente homogéneo). 
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La ecuación de Langmuir es la siguiente: 
 

qe= 
x
m = 

KLCe

1+aLCe
      (5.11) 

 
donde x es la cantidad de colorante absorbido (mg), m es la cantidad de polímero 
usado (g), Ce (mg/L) y qe (mg/g) son la concentración en fase líquida y la 
concentración en fase sólida en el equilibrio respectivamente, KL (L/g) y aL (L/mg) 
son las constantes de Langmuir. 

Las constantes de la isoterma de Langmuir (KL y aL) se evalúan mediante 
linearización de la ecuación anterior: 

 
Ce

qe
= 

1
KL

+ 
aL

KL
Ce      (5.12)  

 
Representando Ce/qe frente a Ce, es posible obtener el valor de KL a partir del 

intercepto (1/KL) y el valor de aL a partir de la pendiente (aL/KL). La teórica 
capacidad monocapa es qmax (máxima capacidad de absorción del polímero) y es 
numéricamente lo mismo que KL/aL. 

La característica esencial de la isoterma de Langmuir se puede expresar en 
términos de una constante adimensional llamada factor de separación (RL), 
también llamado parámetro de equilibrio, el cual se define mediante la siguiente 
ecuación (McKay, 1982): 

 

ܮܴ =  
1

1 + ݋ܥܮܽ
    (5.13) 

donde C0 es la concentración inicial (mg/L) y aL es la constante de Langmuir 
relacionada con la energía de absorción (L/mg). El valor de RL indica la forma de 
la isoterma, de tal manera que es desfavorable  si RL es mayor de 1, lineal si RL es 
igual a 1 y favorable si el valor de RL oscila entre 0 y 1. Si RL es 0, el proceso es 
irreversible. 
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5.2.7.3. Isoterma de Temkin. 

La isoterma de Temkin, considera el efecto de las interacciones indirectas 
entre el polímero en la isoterma de absorción y sugiere que debido a estas 
interacciones, el calor de absorción de todas estas moléculas en la capa 
disminuiría linealmente con la cobertura. La isoterma de Temkin se aplica 
generalmente mediante la siguiente ecuación: 

 

qe= ൬
RT
bT

൰  ln(aTCe)    (5.14) 

 
La forma lineal de la ecuación anterior da lugar a: 
 

qe=
RT
bT

ln aT +
RT
bT

ln Ce    (5.15) 

 
donde bT es la constante de Temkin, relacionada con el calor de absorción 
(kJ/mol), aT es la constante de la isoterma de Temkin (L/g), R es la constante de los 
gases (8.314 J/mol K) y T es la temperatura absoluta (ºK). 

5.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El control del proceso de absorción de un absorbente, en este caso los 
diferentes polímeros de CDs y EPI como agente polimerizante, depende de 
diferentes características físico-químicas. En primer lugar, del tipo de polímero 
preparado, su estructura química y grupos funcionales y en segundo lugar de las 
características químicas de la molécula a absorber, así como su concentración y 
finalmente, también depende de la temperatura. 

5.3.1. Efecto del tiempo de contacto. 

5.3.1.1. - y HP--CDs-EPI. 

Los datos de absorción para la eliminación de Rubí Directo frente al tiempo 
de contacto a diferentes concentraciones de colorante (entre 25 y 300 mg/L) para 
los polímeros de -CDs-EPI y HP--CDs-EPI se observan en la Figura 5.5. Todos 
los experimentos se llevaron a cabo a pH 7.0,  agitación constante (500 rpm) y 
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cantidad fija de polímero. Como se observa en ambas figuras, la capacidad de 
absorción aumenta en todas las concentraciones  hasta que se llega a un punto en 
el tiempo, en el que se alcanza un valor constante, es decir, se detiene la captación 
de colorante de la disolución por parte del polímero. Cuando se alcanza este 
punto, la cantidad de colorante absorbida por el polímero se encuentra en un 
estado de equilibrio dinámico con la cantidad de colorante desorbida del propio 
polímero. El tiempo necesario para alcanzar este punto, se denomina tiempo de 
equilibrio y la cantidad de colorante absorbido a dicho tiempo indica la máxima 
capacidad de absorción de ese polímero en las condiciones de estudio. 

En todo el rango de concentraciones estudiadas (25-300 mg/L) se pueden 
distinguir diferentes fases en el proceso de absorción. El proceso de absorción 
aumenta rápidamente en los primeros minutos de contacto entre el colorante y el 
polímero, debido a la rápida unión que se produce entre el colorante y la 
superficie del polímero. La absorción es continua hasta que se llega a la fase de 
equilibrio, momento en el que permanece constante. Aproximadamente, a partir 
de 30 minutos de contacto todas las curvas se convierten en asintóticas. No se 
aprecia en ambas Figuras un aumento de colorante absorbido en el interior del 
polímero a partir de ese momento. El proceso de absorción puede considerarse 
rápido debido a la gran cantidad de colorante absorbido en el polímero en los 
primeros minutos de absorción. También se observa que a medida que la 
concentración de colorante aumenta, se produce un aumento de la captación de 
colorante por parte del polímero, lo que indica la fuerte interacción química 
existente entre el polímero y el colorante. 

Como se aprecia en la Figura 5.5, en todas las concentraciones evaluadas, se 
observa que el polímero α-CDs-EPI presenta valores más altos de qt que HP-α-
CDs-EPI. Esto indica que el polímero preparado con α-CDs tiene una mayor 
capacidad de absorción de RD en cada una de las concentraciones analizadas. 
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Figura 5.5. Efecto del tiempo de contacto en la cantidad de colorante absorbido por  los 

polímeros α-CDs-EPI y HP-α-CDs-EPI a diferentes concentraciones 25 mg/L (●), 
50 mg/L (○), 75 mg/L (■), 100 mg/L (□), 150 mg/L (▲), 200 mg/L (Δ), 250 mg/L 

(♦) y 300 mg/L (⟡). 
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5.3.1.2. β- y HP-β-CDs-EPI. 

Por lo que respecta a los datos de absorción para la eliminación de RD 
frente al tiempo de contacto a diferentes concentraciones de colorante, (entre 25 y 
300 mg/L) para los polímeros de β-CDs-EPI y HP-β-CDs-EPI se observan en la 
Figura 5.6. Los resultados que se observan para estos dos polímeros son 
ligeramente diferentes a los observados en el de α- y HP-α-CDs-EPI. A bajas 
concentraciones de colorante (25, 50, 75 y 100 mg/L) la absorción se produce de 
forma rápida, alcanzándose el tiempo de equilibrio a la media hora de contacto. 
Sin embargo, con altas concentraciones de colorante (150, 200, 250 y 300 mg/L) la 
forma asintótica no es tan evidente y se necesita más tiempo para llegar al 
equilibrio (aproximadamente a los 60 minutos). 

Analizando todas las curvas presentes en la Figura 5.6, se observa que la 
capacidad de absorción de RD por parte del polímero β-CDs-EPI es superior en 
todas las concentraciones evaluadas, respecto a la máxima capacidad de 
absorción que presenta el polímero HP-β-CDs-EPI. Los datos observados en este 
caso son similares a los comparados anteriormente para α- y HP-α-CDs-EPI, en 
los que con la CD nativa se obtuvieron mejores resultados de capacidad de 
absorción de colorante en todas las concentraciones. 
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Figura 5.6. Efecto del tiempo de contacto en la cantidad de colorante absorbido por los 

polímeros β-CDs-EPI e HP-β-CDs-EPI a diferentes concentraciones 25 mg/L (●), 50 

mg/L (○), 75 mg/L (■), 100 mg/L (□), 150 mg/L (▲), 200 mg/L (Δ), 250 mg/L (♦) y 

300 mg/L (⟡). 
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5.3.1.3. γ- y HP-γ-CDs-EPI. 

Finalmente, por lo que respecta a los resultados del tiempo de contacto 
obtenidos con los polímeros γ-CDs-EPI y HP-γ-CDs-EPI se pueden observar en la 
Figura 5.7. En el caso del polímero preparado con γ-CDs, los resultados son 
claramente diferentes a los observados cuando el polímero se preparó con la CD 
modificada HP. En el caso de γ-CDs, a bajas concentraciones de colorante (hasta 
100 mg/L), la absorción es rápida llegando a los 30 minutos al punto de equilibrio. 
Sin embargo, cuando la concentración de colorante fue superior, las curvas no 
mostraron la típica forma asintótica, sino que a medida que la concentración de 
colorante aumentó en la disolución, también lo hizo el tiempo de equilibrio. Punto 
que se alcanza prácticamente a partir de los 100 minutos de experimento. En el 
caso del polímero HP-γ-CDs-EPI, los resultados fueron diferentes ya que a todas 
las concentraciones estudiadas, el tiempo de equilibrio fue similar, llegando al 
mismo en los primeros 30 minutos de contacto. 

A diferencia de los resultados de tiempo de contacto observados en los 
polímeros anteriores, no se observan las mismas diferencias en la máxima 
capacidad de absorción de RD por los polímeros γ- y HP-γ-CDs-EPI. En las ocho 
concentraciones evaluadas se observa que el valor de qt es similar en estos dos 
polímeros (Figura 5.7). 

Para estudiar el mecanismo de control que rige el proceso de absorción: 
superficie de absorción, transferencia de masa, difusión externa, difusión 
intrapartícula y reacción química, se evaluaron los modelos cinéticos de pseudo 
primer orden, de pseudo segundo orden así como el modelo de difusión 
intrapartícula con el objetivo de estudiar su ajuste a los datos experimentales. 
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Figura 5.7. Efecto del tiempo de contacto en la cantidad de colorante absorbido por los 

polímeros γ-CDs-EPI e HP-γ-CDs-EPI a diferentes concentraciones 25 mg/L (●), 

50 mg/L (○), 75 mg/L (■), 100 mg/L (□), 150 mg/L (▲), 200 mg/L (Δ), 250 mg/L 

(♦) y 300 mg/L (⟡). 
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5.3.2. Cinética de absorción. 

5.3.2.1. Modelo de pseudo primer orden.  

La Figura 5.8, muestra el ajuste de los datos experimentales al modelo de 
pseudo primer orden para cada uno de los seis polímeros analizados en contacto 
con diferentes concentraciones de Rubí Directo. Los parámetros obtenidos para 
este modelo se observan en la Tabla 5.1. El ajuste de este modelo se estableció a 
partir del coeficiente de regresión lineal (R2). Un valor de R2 relativamente alto 
indica que los datos experimentales se ajustan de forma adecuada al modelo 
estudiado. En la Figura, la linealidad de la representación del log (qe-qt) frente al 
tiempo se estudió en los primeros 60 minutos de contacto. Los valores de R2 
estuvieron entre 0.777 y 0.876 para -CDs-EPI, entre 0.904 y 0.978 para β-CDs-EPI, 
entre 0.853 y 0.980 para γ-CDs-EPI, entre 0.880 y 0.984 para HP--CDs-EPI, entre 
0.950 y 0.991 para HP-β-CDs-EPI y finalmente entre 0.817 y 0.983 para HP- γ-CDs-
EPI. Sin embargo, a pesar de que estos valores de R2 son relativamente altos en 
algunos polímeros, el valor de qe calculado con este modelo no se ajusta 
demasiado bien al valor de qe experimental, como se observa en la Tabla 5.1. Si los 
datos calculados y experimentales de qe no son similares, indica que los datos no 
se ajustan al modelo de pseudo primer orden de Lagergren. Si el valor que se 
obtiene del intercepto no es similar al log qe,  la reacción no va a seguir este 
modelo, aunque los datos de R2 sean elevados en algunas ocasiones. Además, el 
modelo de Lagergren se ajusta relativamente bien a los datos experimentales en 
los primeros minutos de absorción (60 min aproximadamente) momento a partir 
del cual los datos experimentales se alejan de los teóricos y el valor de R2 
disminuye considerablemente. Esto sugiere que el modelo de pseudo primer 
orden se ajusta bien en las etapas iniciales de absorción, aquellas en las que la 
absorción de colorante por parte del polímero es rápida. Por tanto, como algunos 
puntos tuvieron que obviarse para obtener un buen ajuste, este modelo no se 
consideró adecuado para estudiar la cinética de absorción de estos polímeros. 
Debido a estos resultados, se consideró apropiado estudiar el modelo de pseudo 
segundo orden con los datos experimentales obtenidos. 
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Figura 5.8. Representación gráfica del modelo cinético de pseudo primer orden para los diferentes 

polímeros empleados en la absorción de Rubí Directo a diferentes concentraciones 25 mg/L (●), 50 

mg/L (○), 75 mg/L (■), 100 mg/L (□), 150 mg/L (▲), 200 mg/L (Δ), 250 mg/L (♦) y 300 mg/L (⟡). 

Tiempo (min)

0 10 20 30 40 50 60

lo
g 

(q
e-

q t)

-2.5

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

-CDs-EPI

Tiempo (min)

0 10 20 30 40 50 60

lo
g 

(q
e-

q t)

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

-CDs-EPI

Tiempo (min)

0 10 20 30 40 50 60

lo
g 

(q
e-

q t)

-2

-1

0

1

2

-CDs-EPI

Tiempo (min)

0 10 20 30 40 50 60

lo
g 

(q
e-

q t)

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

HP--CDs-EPI

Tiempo (min)

0 10 20 30 40 50 60

lo
g(

q e-
q t)

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

HP--CDs-EPI

Tiempo (min)

0 10 20 30 40 50 60

lo
g 

(q
e-

q t)

-2.0

-1.5

-1.0

-0.5

0.0

0.5

1.0

1.5

HP--CDs-EPI



 
 
 
 
 

CDS Y ELIMINACIÓN DE COLORANTES   209 
 

Tabla 5.1. k1, R2 y valores de q experimentales y calculados mediante   
el modelo cinético de Lagergren para todos los polímeros usados. 

 
 
 

CONCENTRACIONES DE RUBÍ DIRECTO (mg/L) 

 25 50 75 100 150 200 250 300 

 

-
EPI 

 

k1 (min-1) 0.076 0.081 0.079 0.080 0.080 0.066 0.062 0.058 

R2 0.832 0.833 0.876 0.865 0.839 0.875 0.827 0.777 

qe (exp) 1.168 2.327 3.485 4.598 6.971 9.165 11.204 13.478 

qe (cal) 0.458 0.887 1.559 1.999 2.728 4.786 5.52 6.397 

 

β-

EPI 

k1 (min-1) 0.061 0.061 0.066 0.070 0.057 0.055 0.064 0.055 
R2 0.904 0.934 0.93 0.943 0.948 0.968 0.944 0.978 

qe (exp) 1.115 2.263 3.442 4.621 6.723 8.964 11.413 13.415 
qe (cal) 0.676 1.465 2.167 2.924 4.897 7.211 7.852 11.324 

 

γ-

EPI 

k1 (min-1) 0.065 0.065 0.059 0.086 0.034 0.028 0.025 0.022 
R2 0.853 0.935 0.941 0.980 0.962 0.947 0.905 0.909 

qe (exp) 1.126 2.259 3.444 4.503 5.924 7.315 8.821 10.69 

qe (cal) 0.597 1.52 2.421 3.589 5.035 6.223 7.585 9.462 

 

HP-
-

EPI 

k1 (min-1) 0.069 0.084 0.056 0.120 0.090 0.050 0.064 0.084 

R2 0.967 0.976 0.922 0.969 0.938 0.88 0.984 0.942 

qe (exp) 0.948 1.885 2.826 3.704 5.561 6.896 8.432 10.05 
qe (cal) 0.676 1.309 2.152 3.749 4.897 4.742 7.244 7.603 

 

HP-

β-

EPI 

k1 (min-1) 0.060 0.051 0.057 0.065 0.056 0.078 0.070 0.061 
R2 0.970 0.950 0.969 0.967 0.985 0.990 0.991 0.977 

qe (exp) 0.961 1.871 2.793 3.668 5.136 6.934 8.110 9.338 
qe (cal) 0.719 1.367 2.259 2.944 4.570 6.309 7.834 8.336 

 

HP-

γ-

EPI 

k1 (min-1) 0.065 0.065 0.064 0.080 0.061 0.048 0.045 0.056 
R2 0.817 0.895 0.944 0.905 0.958 0.973 0.890 0.983 

qe (exp) 1.146 2.213 3.352 4.408 6.129 8.076 9.667 10.985 
qe (cal) 0.517 1.238 2.275 2.426 4.581 6.591 6.295 9.268 
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5.3.2.2. Modelo de pseudo segundo orden. 

Como se observó en el modelo de pseudo primer orden, la representación 
del log (qe-qt) frente al tiempo no mostró buenos resultados en todo el rango de 
medida (datos no mostrados). En la Figura 5.8 se muestran solamente los 
primeros 50 minutos de absorción y se observa que el modelo se ajusta 
perfectamente a este tiempo de contacto. La representación de t/qt frente al tiempo 
dio lugar a líneas rectas en todos los casos y durante todo el rango de medida, 
como se observa en la Figura 5.9. Los valores de R2 y qe obtenidos indicaron que 
esta ecuación produce mejores resultados, como se observa en la Tabla 5.2. En la 
mayoría de de los casos, los valores de R2 obtenidos se encontraron en el rango de 
0.99 o superior. Además, el valor de qe experimental se ajustó mucho mejor al 
valor de qe teórico que en el caso anterior. Estos resultados indican que el proceso 
de absorción en estos polímeros está regido por la cinética de pseudo segundo 
orden para todo el tiempo de medida, lo que apoya que se trata de un proceso de 
quimisorción. La absorción del colorante se produce probablemente mediante 
reacciones de intercambio en superficie hasta que todos los sitios funcionales en 
superficie quedan ocupados, de tal manera que se produce una difusión de las 
moléculas de colorante al interior de la red polimérica donde se producen 
interacciones del tipo complejos de inclusión, puentes de hidrógeno, interacciones 
hidrofóbicas, etc. 

Con el objetivo de distinguir las constantes obtenidas para los 2 modelos, k1 
y k2 se representaron frente a la concentración inicial de colorante. Como se 
aprecia en las Figuras 5.10 y 5.11, en ninguno de los casos se observó una relación 
lineal entre la constante y la concentración de colorante. En general, a medida que 
aumentó la concentración de colorante en la disolución, se produjo una 
disminución del valor de la constante. Tal y como señala Azizian (2004), la 
tendencia general es que, al aumentar la concentración inicial de soluto, la 
correlación de los datos experimentales al modelo de pseudo primer orden 
aumenta, mientras que disminuye para el modelo de pseudo segundo orden. Sin 
embargo, una vez que se ha producido la fase de absorción rápida, es decir, a 
tiempos de contacto menores, el modelo de pseudo segundo orden es el que 
mejor se adapta ya que los datos experimentales son muy similares a los datos 
teóricos calculados con este modelo, mientras que esto no ocurre en el modelo de 
pseudo primer orden. 
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Figura 5.9. Representación gráfica del modelo cinético de pseudo segundo orden para los diferentes 

polímeros empleados en la absorción de Rubí Directo a diferentes concentraciones 25 mg/L (●), 50 

mg/L (○), 75 mg/L (■), 100 mg/L (□), 150 mg/L (▲), 200 mg/L (Δ), 250 mg/L (♦) y 300 mg/L (⟡). 
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Tabla 5.2. k2, R2 y valores de q experimentales y calculados mediante el modelo  
cinético de pseudo segundo orden para todos los polímeros usados. 

 CONCENTRACIONES DE RUBÍ DIRECTO (mg/L) 

 25 50 75 100 150 200 250 300 

 

-
EPI 

 

k2 (g/mg min) 0.82 0.43 0.19 0.16 0.14 0.041 0.036 0.027 

R2 0.999 0.999 0.999 0.999 0.999 0.999 0.999 0.999 

qe (exp) 1.168 2.327 3.485 4.598 6.971 9.165 11.204 13.478 
qe (cal) 1.173 2.347 3.533 4.651 7.042 9.433 11.494 13.888 

 

β-

EPI 

k2 (g/mg min) 0.232 0.104 0.082 0.068 0.024 0.0133 0.0197 0.0082 
R2 0.999 0.999 0.999 0.999 0.999 0.999 0.999 0.998 

qe (exp) 1.115 2.263 3.442 4.621 6.723 8.964 11.413 13.415 
qe (cal) 1.153 2.336 3.546 4.761 7.092 9.615 11.834 14.471 

 

γ-

EPI 

k2 (g/mg min) 0.293 0.104 0.053 0.059 0.008 0.0049 0.003 0.0016 
R2 0.998 0.999 0.999 0.999 0.996 0.995 0.983 0.966 

qe (exp) 1.126 2.259 3.444 4.503 5.924 7.315 8.821 10.69 

qe (cal) 1.148 2.341 3.623 4.672 6.849 8.771 10.869 14.492 

 

HP-

-
EPI 

k2 (g/mg min) 0.292 0.209 0.048 0.127 0.057 0.022 0.020 0.064 

R2 0.999 0.999 0.999 0.999 0.999 0.998 0.995 0.998 

qe (exp) 0.948 1.885 2.826 3.704 5.561 6.896 8.432 10.05 
qe (cal) 0.976 1.934 3.0 3.759 5.747 7.246 8.695 9.91 

 

HP-

β-

EPI 

k2 (g/mg min) 0.2 0.074 0.045 0.044 0.019 0.0176 0.0149 0.0154 
R2 0.999 0.999 0.999 0.998 0.996 0.993 0.993 0.993 

qe (exp) 0.961 1.871 2.793 3.668 5.136 6.934 8.110 9.338 
qe (cal) 1.0 1.988 2.994 3.906 5.617 7.518 8.771 9.803 

 

HP-

γ-

EPI 

k2 (g/mg min) 0.416 0.147 0.068 0.11 0.029 0.0125 0.0145 0.0115 
R2 0.999 0.999 0.999 0.999 0.999 0.998 0.999 0.998 

qe (exp) 1.146 2.213 3.352 4.408 6.129 8.076 9.667 10.985 
qe (cal) 1.16 2.272 3.484 4.504 6.41 8.695 10.309 11.764 
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Figura 5.10. Representación de la constante k1 frente a la concentración de colorante inicial. 
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Figura 5.11. Representación de la constante k2 frente a la concentración de colorante inicial. 
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La absorción es un proceso con varias etapas entre las que se incluyen el 
transporte de las moléculas de colorante de la fase acuosa a la superficie del 
polímero, seguido de una difusión de las moléculas de colorante al interior de la 
red de polímero. Los experimentos llevados a cabo, nos permiten estudiar si este 
proceso de paso del colorante a la red polimérica es el proceso que controla la 
velocidad del mismo. Este posible efecto se estudió gráficamente representando la 
cantidad de colorante absorbido frente a la raíz cuadrada del tiempo (Figura 5.12). 
Es lo que se conoce como modelo de difusión intrapartícula. Los resultados 
cinéticos de este modelo pueden ser usados para determinar si la difusión de 
partículas es el paso limitante de la velocidad para la absorción del colorante en el 
interior del polímero. 

5.3.2.3. Modelo de difusión intrapartícula. 
La Figura 5.12, muestra la cantidad de colorante absorbido frente a la raíz 

cuadrada del tiempo para los seis polímeros estudiados y las diferentes 
concentraciones de colorante empleadas. En el caso de - y HP--CDs-EPI, las 
curvas obtenidas muestran dos zonas, la primera zona curvada de la 
representación, indica el efecto de la capa límite, mientras que la segunda zona 
corresponde con una zona lineal debido a la difusión intrapartícula. Se observan 
resultados similares en los polímeros β- e HP-β-CDs-EPI.  

Las diferencias con este modelo se aprecian en los polímeros γ- y HP-γ-
CDs-EPI donde se distinguen tres zonas que representan los diferentes procesos 
de absorción cuando la concentración inicial de colorante en la disolución fue 
superior a 150 mg/L. La primera fase se debe a la absorción en superficie y la 
rápida difusión externa (difusión de la capa límite). La segunda zona, que es 
lineal, indica la etapa de absorción gradual donde la difusión intrapartícula 
controla el proceso. La meseta final es la etapa de equilibrio, en la que la difusión 
intrapartícula comienza a disminuir debido a la baja concentración de colorante 
que queda en disolución. 

La pendiente de la zona lineal da lugar a la constante de difusión 
intrapartícula (ki), mientras que el intercepto de cada curva es proporcional al 
espesor de la capa límite. Los valores de ki observados para cada una de las 
concentraciones se observan en la Tabla 5.3. En general, se observó que estos 
valores aumentaron a medida que aumentó la concentración de colorante. Los 
valores de R2 fueron muy dispares entre sí para cada concentración y polímero. 
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Figura 5.12. Representación gráfica del modelo de difusión intrapartícula para los diferentes 

polímeros empleados en la absorción de Rubí Directo a diferentes concentraciones 25 mg/L (●), 50 

mg/L (○), 75 mg/L (■), 100 mg/L (□), 150 mg/L (▲), 200 mg/L (Δ), 250 mg/L (♦) y 300 mg/L (⟡). 
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Sin embargo, los resultados obtenidos con este modelo no pasan por el 
origen, los resultados para cada polímero tienen interceptos diferentes en el rango 
de 1.1 y 11.9 mg/g para -CDs-EPI, entre 0.8 y 6.7 mg/g para β-CDs-EPI, entre 0.8 
y 3.1 mg/g para γ-CDs-EPI, entre 0.8 y 9.4 mg/g para HP--CDs-EPI, entre 0.6 y 
4.8 mg/g para HP-β-CDs-EPI y entre 0.9 y 5.8 mg/g para HP-γ-CDs-EPI. Esto 
indica que la difusión intrapartícula está implicada en el proceso de absorción, 
pero no es el único mecanismo implicado, de tal manera que otros mecanismos 
también son importantes en el proceso. Esto confirma que el mecanismo de 
absorción es un proceso de varias etapas como son: la absorción en la superficie 
externa del polímero, la difusión al interior del la red polimérica así como 
intercambio iónico y formación de complejos de inclusión. Los valores de C 
obtenidos (qe) informan del espesor de la capa límite, cuánto más grande es este 
valor C, más grande es el efecto de la capa límite. Esto significa que un aumento 
en el valor de C, indica qué cantidad de colorante se ha absorbido en la capa 
límite. Como se observa en la Tabla 5.3, este valor aumenta con la concentración 
de colorante, excepto en el caso de γ-CDs-EPI, en este polímero, a partir de 150 
mg/L se produce una disminución del valor del intercepto. Se ha observado que 
las desviaciones observadas en el modelo de difusión intrapartícula 
principalmente ocurren a altas concentraciones de colorante. Estas desviaciones 
del modelo pueden deberse a la repulsión entre las moléculas de colorante y/o 
entre las moléculas de polímero/colorante debido a la alta densidad de 
concentración (Crini y Peindy, 2006). 

Teniendo en cuenta los datos observados en los tres modelos cinéticos 
analizados, el modelo de pseudo segundo orden es el que mejor coeficiente de 
correlación ofrece para todos los polímeros y concentraciones analizadas así como 
el que mejor relación establece entre los datos de qe obtenidos experimentalmente 
con los datos de qe calculados de forma teórica. 
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Tabla 5.3. ki, R2 y valores de q experimentales y calculados con 
 el modelo de difusión intrapartícula para todos los polímeros usados. 

 CONCENTRACIONES DE RUBÍ DIRECTO (mg/L) 

 25 50 75 100 150 200 250 300 

 

-
EPI 

 

ki(mg/g min1/2) 0.004 0.007 0.017 0.018 0.021 0.0886 0.102 0.148 

R2 0.447 0.800 0.946 0.812 0.607 0.933 0.705 0.626 

qe (exp) 1.168 2.327 3.485 4.598 6.971 9.165 11.204 13.478 
qe (cal) 1.114 2.247 3.301 4.398 6.716 8.259 10.15 11.921 

 

β-

EPI 

ki(mg/g min1/2) 0.033 0.069 0.097 0.122 0.273 0.444 0.384 0.711 
R2 0.730 0.751 0.708 0.708 0.745 0.760 0.698 0.75 

qe (exp) 1.115 2.263 3.442 4.621 6.723 8.964 11.413 13.415 
qe (cal) 0.807 1.6 2.529 3.481 4.139 4.779 7.796 6.735 

 

γ-

EPI 

ki(mg/g min1/2) 0.025 0.074 0.133 0.148 0.417 0.573 0.719 0.993 
R2 0.622 0.701 0.747 0.575 0.931 0.952 0.959 0.960 

qe (exp) 1.126 2.259 3.444 4.503 5.924 7.315 8.821 10.69 

qe (cal) 0.879 1.569 2.205 3.153 1.735 1.568 1.302 0.458 

 

HP-

-
EPI 

ki(mg/g min1/2) 0.010 0.013 0.049 0.013 0.053 0.128 0.127 0.0362 

R2 0.721 0.677 0.943 0.179 0.507 0.734 0.477 0.053 

qe (exp) 0.948 1.885 2.826 3.704 5.561 6.896 8.432 10.05 
qe (cal) 0.837 1.749 2.302 3.532 5.026 5.519 6.917 9.412 

 

HP-

β-

EPI 

ki(mg/g min1/2) 0.037 0.082 0.138 0.166 0.298 0.382 0.440 0.471 
R2 0.77 0.816 0.74 0.661 0.726 0.606 0.615 0.633 

qe (exp) 0.961 1.871 2.793 3.668 5.136 6.934 8.110 9.338 
qe (cal) 0.613 1.094 1.513 2.16 2.379 3.506 4.111 4.879 

 

HP-

γ-

EPI 

ki(mg/g min1/2) 0.019 0.052 0.109 0.086 0.243 0.421 0.393 0.551 
R2 0.667 0.748 0.737 0.649 0.729 0.832 0.865 0.761 

qe (exp) 1.146 2.213 3.352 4.408 6.129 8.076 9.667 10.985 
qe (cal) 0.959 1.719 2.329 3.611 3.831 3.958 5.897 5.818 
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5.3.3. Equilibrio de absorción. 

La distribución de colorante entre el polímero y la disolución en el 
equilibrio se estudió mediante diferentes modelos. Algunos de los modelos más 
comunes y empleados para este estudio son las isotermas de Freundlich, 
Langmuir y Temkin. 

5.3.3.1. Isoterma de Freundlich. 

La representación del ln qe frente al ln Ce da lugar a la representación gráfica 
de la isoterma de Freundlich. En los seis polímeros estudiados se obtuvo una 
representación lineal de esta isoterma como se observa en la Figura 5.13. A partir 
de la línea recta obtenida se calculan los parámetros KF, nF y el coeficiente de 
correlación R2. 

Para -CDs-EPI, el valor de la constante de Freundlich (KF) fue 0.838 (L/g), 
mientras que para HP--CDs-EPI el valor fue 1.082 (L/g). En el caso de los 
polímeros preparados con β-CDs y su forma modificada, los valores de KF fueron 
0.511 y 0.272 (L/g) respectivamente. Por lo que respecta a γ- y HP-γ-CDs-EPI, los 
valores fueron 0.992 y 0.818 (L/g) respectivamente (Tabla 5.4). 

Además de este parámetro, también se calcula a partir de la representación, 
el valor del exponente de la isoterma de Freundlich (nF), para -CDs-EPI fue 
1.207, para HP--CDs-EPI 3.086, para β-CDs-EPI 1.028, para HP-β-CDs-EPI 1.305, 
para γ-CDs-EPI 1.893 y finalmente para HP-γ-CDs-EPI fue 1.626 (Tabla 5.4). 
Cuando el valor del exponente de Freundlich se encuentra entre 1 y 10 indica que 
el proceso de absorción es favorable, aspecto que queda confirmado con los 
resultados obtenidos, ya que en todos los casos el valor de nF fue superior a 1. 

Finalmente, respecto al coeficiente de correlación (R2) observado para cada 
uno de los polímeros los resultados fueron: para -CDs-EPI fue 0.989, para HP--
CDs-EPI 0.980, para β-CDs-EPI 0.971, para HP-β-CDs-EPI 0.991, para γ-CDs-EPI 
0.920 y finalmente para HP-γ-CDs-EPI fue 0.982 (Tabla 5.4). El ajuste de los datos 
experimentales a este modelo es bueno ya que los valores de R2 oscilaron entre 
0.920 y 0.991. 
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Figura 5.13. Representación gráfica de la isoterma de Freundlich. (A) -CDs-EPI (●), HP--CDs-

EPI (○). (B) β-CDs-EPI (●), HP-β-CDs-EPI (○). (C) γ-CDs-EPI (●), HP-γ-CDs-EPI (○). 
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5.3.3.2. Isoterma de Langmuir. 

Los datos experimentales obtenidos también se ajustaron a la isoterma de 
Langmuir. La representación de Ce/qe frente a Ce dio lugar a una línea recta en 
todos los casos, cuya pendiente fue aL/KL, el intercepto fue 1/KL y en la que KL/aL 
da lugar a un parámetro que se denomina qmax, que es la máxima capacidad de 
absorción del polímero (mg/g) (Figura 5.14). Todas las constantes obtenidas para 
la isoterma de Langmuir se observan en la Tabla 5.4. De todos los parámetros 
obtenidos mediante la isoterma de Langmuir, uno de los que más información 
proporciona es qmax, que se obtiene de dividir las dos constantes del modelo (KL y 
aL). 

Comparando el valor de qmax entre -CDs-EPI y HP--CDs-EPI, observamos 
que fue 31.50 y 23.41 mg/g. De tal manera que -CDs-EPI presenta mejor 
capacidad de absorción de RD que su forma modificada. Por lo que respecta a β-
CDs-EPI y HP-β-CDs-EPI, los valores fueron 107.52 y 18.16 mg/g respectivamente 
lo que indica que nuevamente la forma natural tiene mejor capacidad de 
absorción que su forma modificada.  Finalmente, la capacidad de absorción de los 
polímeros preparados con γ-CDs fue similar ya que en el caso de la forma nativa 
fue 11.92 mg/g y en el de la forma modificada 14.60 mg/g. Estos valores de qmax 

son del mismo orden que otros polímeros que se encuentran descritos en la 
literatura científica (Kumar, Sivanesan y Ramamurthi 2005). Por lo que respecta a 
los valores de R2, son similares a los obtenidos con la isoterma de Feundlich 
aunque en general son menores, lo que indica que los datos se ajustan peor a la 
isoterma de Langmuir. 

El análisis de la influencia de la isoterma de Langmuir en si el proceso de 
absorción es favorable o desfavorable, se lleva a cabo mediante el estudio de una 
constante adimensional denominada factor de separación (RL). Se ha observado 
que valores de RL que se encuentren en el rango entre 0 y 1 confirman que el 
proceso de absorción de colorante por parte del polímero es un proceso favorable. 
Los resultados de RL obtenidos para los seis polímeros se observan en la Figura 
5.15. En todos los casos, los valores oscilaron entre 0 y 1 indicando que el proceso 
fue favorable. En la Figura 5.15, también se observa que los valores más elevados 
de RL se corresponden con las concentraciones más bajas de colorante en 
disolución, lo que señala que la absorción es más favorable a bajas 
concentraciones. 
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Figura 5.14. Representación gráfica de la isoterma de Langmuir. (A) -CDs-EPI (●), HP--CDs-

EPI (○). (B) β-CDs-EPI (●), HP-β-CDs-EPI (○). (C) γ-CDs-EPI (●), HP-γ-CDs-EPI (○). 
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Figura 5.15. Factor de separación observado en los seis polímeros. -CDs-EPI (●), HP--CDs-EPI 

(■), β-CDs-EPI (○), HP-β-CDs-EPI (□), γ-CDs-EPI ( ), HP-γ-CDs-EPI ( ). 

La energía libre (ΔG) del proceso de absorción a 25 ˚C se calculó usando la 
siguiente ecuación: 

ΔG =  −ܴܶ ln Lܭ     (5.16) 
 
donde T es la temperatura (K), R es la constante de los gases (8.314 J mol/K) y KL 
es la constante de Langmuir. Los valores de ΔG calculados usando esta ecuación 
fueron: -0.746 kJ/mol para -CDs-EPI, 4.40 kJ/mol para HP--CDs-EPI, -1.68 
kJ/mol para β-CDs-EPI, 4.38 kJ/mol para HP-β-CDs-EPI, 1.52 kJ/mol para γ-CDs-
EPI y 1.72 para HP- γ-CDs-EPI. Los valores negativos de energía libre indican que 
el proceso de absorción por parte del polímero es espontáneo y esto confirma la 
afinidad del polímero por dicho colorante. Estos valores negativos se observan en 
el caso de -CDs-EPI y  β-CDs-EPI.  
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Tabla 5.4. Valores obtenidos con el estudio de las diferentes 
 isotermas  para cada uno de los polímeros. 

 

5.3.3.3. Isoterma de Temkin. 

Finalmente, los datos experimentales de equilibrio se analizaron mediante 
la isoterma de Temkin para estudiar su ajuste a esta isoterma. La ecuación de la 
isoterma de Temkin asume que el calor de absorción de todas las moléculas en la 
capa disminuye linealmente con la cobertura debido a las interacciones entre 
polímero y colorante, así como que la absorción está caracterizada por una 
distribución uniforme de las energías de enlace, hasta un máximo de energía de 
enlace. 

La representación gráfica de qe frente a ln Ce (Figura 5.16) permite obtener la 
forma lineal de la isoterma de Temkin así como los parámetros bT y aT a partir de 
la pendiente y el intercepto respectivamente. Los parámetros obtenidos con la 
isoterma de Temkin así como los valores del coeficiente de regresión se observan 
en la Tabla 5.4.  

 

Isoterma Parámetros -EPI HP--EPI β-EPI HP-β-EPI γ-EPI HP-γ-EPI 

 

Freundlich 

KF 0.838 1.082 0.511 0.272 0.992 0.818 
nF 1.207 3.086 1.028 1.305 1.893 1.626 
R2 0.989 0.980 0.971 0.991 0.920 0.982 

 

 

 

Langmuir 

qmax 31.5 23.41 107.52 18.16 11.92 14.6 
KL 0.74 0.169 0.506 0.17 0.541 0.498 
aL 0.0235 0.00721 0.0047 0.00936 0.0454 0.0341 

ΔG -0.746 4.40 -1.68 4.38 1.52 1.72 

R2 0.913 0.950 0.105 0.976 0.942 0.977 

RL 0.629-

0.124 

0.847-

0.316 

0.894-

0.414 

0.810-

0.262 

0.468-

0.068 

0.539-

0.089 

 

Temkin 

aT 0.540 0.157 0.359 0.167 0.604 0.480 

bT 0.586 0.765 0.500 0.853 1.053 0.890 

R2 0.931 0.944 0.929 0.945 0.946 0.955 
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Figura 5.16. Representación gráfica de la isoterma de Temkin. (A) -CDs-EPI (●), HP--CDs-

EPI (○). (B) β-CDs-EPI (●), HP-β-CDs-EPI (○). (C) γ-CDs-EPI (●), HP-γ-CDs-EPI (○). 

A partir de la isoterma de Temkin, el rango de energías de enlace para el 
mecanismo de intercambio iónico se ha descrito que se encuentra en el rango 
entre 8 y 16 kJ/mol, mientras que el proceso de físico absorción presenta valores 
de energía inferiores a -40 kJ/mol (Hu y col., 2011). Los valores de bT obtenidos 
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para los diferentes polímeros fueron: 0.586 kJ/mol para -CDs-EPI, 0.765 kJ/mol 
para HP--CDs-EPI, 0.500 kJ/mol para β-CDs-EPI, 0.853 kJ/mol para HP-β-CDs-
EPI, 1.053 kJ/mol para γ-CDs-EPI y 0.890 kJ/mol para HP-γ-CDs-EPI. Estos 
valores indican que en el proceso de absorción están implicados tanto procesos 
físicos como de quimisorción. 

Por lo que respecta a los valores de R2 obtenidos con el modelo de Temkin, 
los valores oscilaron entre 0.929 y 0.955. Estos resultados indican que el ajuste de 
los datos experimentales con este modelo es bueno y similar al obtenido con 
Langmuir, pero es la isoterma de Freundlich la que mejor ajusta los datos 
experimentales obtenidos al modelo. 
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CAPÍTULO VI. CONCLUSIONES 

 
Los estudios desarrollados en la presente Tesis Doctoral han dado lugar a 

las siguientes conclusiones: 
 

1. Queda demostrado en POD de lombarda y col blanca, que las CDs no 
actúan directamente sobre los grupos funcionales de los aminoácidos de 
estas enzimas, que son las responsables del pardeamiento de frutas y 
hortalizas. La acción inhibidora que muestran las CDs obre esta actividad 
enzimática se debe al atrapamiento del sustrato en la cavidad interna de 
las CDs, retirándolo así del medio de reacción. El estudio de esta 
inhibición sirve como método para calcular la constante de complejación 
entre un sustrato concreto y un tipo de CDs.  
La diferente naturaleza de las dos isoenzimas estudiadas en lombarda y en 
col blanca, una soluble (con superficie hidrofílica) y otra ligada a 
membrana (con superficie hidrofóbica), no implica diferente 
comportamiento para interaccionar con las CDs. A pesar de que sí 
mostraron diferencias en cuanto a parámetros cinéticos o 
termoestabilidad.  

 
2. La presencia de CDs como complemento en la mezcla de agentes 

encapsulantes de aroma de fresa, tiene un efecto protector sobre los 
componentes volátiles del aroma durante el almacenamiento a diferentes 
temperaturas. Este efecto protector es dependiente del compuesto 
analizado y de la técnica de secado utilizada en el proceso de 
encapsulación, siendo la técnica de lecho fluido la que más lo evidencia. 
En el caso del aroma de fresa, el compuesto mejor protegido por las CDs 
es alcohol bencílico.  
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3. Los polímeros de CDs y EPI pueden utilizarse con éxito en la eliminación 
del colorante Rubí Directo de aguas residuales de tintado de textiles. Los 
estudios cinéticos demuestran que el proceso de absorción de Rubí Directo 
por los distintos polímeros de CDs estudiados, es rápido y uniforme y en 
él están implicados la quimisorción y la difusión intrapartícula. Este es un 
proceso complejo en el que intervienen, además de la presencia de CDs 
para formar complejos de inclusión, interacciones de intercambio iónico 
por la presencia de grupos carboxilo. 
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