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INTRODUCCION

1. COMPUESTOS FENOLICOS

1.1. POLIFENOLES Y SALUD

En los dltimos afios se han desarrollado numerosos estudios epidemiolégicos
que apoyan la relacién existente entre alimentacién y salud. Estos estudios
demuestran los efectos beneficiosos para la salud de los alimentos de origen vegetal,
ya que ayudan a prevenir enfermedades cardiovasculares y cancer (Hertog y col.,
1993, 1995, 1997a, 1997b; Knekt y col., 1996; Rimm y col., 1996; Bazzano y col., 2002;
Flood y col., 2002). Esta actividad se atribuye a unos constituyentes no esenciales de
los alimentos, conocidos como sustancias bioactivas, fitoquimicas o fitonutrientes,
entre las que se encuentran los polifenoles, cuyo consumo prolongado, como parte de
un habito alimentario sano, produce este efecto beneficioso para la salud (Steinmetzt
y Potter, 1996).

Los polifenoles engloban a un amplio grupo de metabolitos secundarios
ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Se encuentran en los frutos y érganos
aéreos jovenes de las plantas superiores. El consumo de estos compuestos a través de
la dieta del hombre es significativo (Gerber y col., 2002), y por ello, sus propiedades
han sido ampliamente estudiadas.

Los compuestos fendlicos poseen una elevada capacidad antioxidante (Wang
y col., 1996; Cao y col., 1996; Eastwood, 1999), inhiben la oxidacién de lipoproteinas
de baja densidad (LDL) reduciendo asi la formacién de placas de ateroma y por tanto,
el riesgo de sufrir enfermedades cardiovasculares (Frankel y col., 1993; Teissedre y
col., 1996; Das y col., 1999; Serafini y col., 2000; Covas y col., 2000; Gimeno y col.,
2002). Otra de las propiedades ampliamente estudiada de los polifenoles es su
cardcter antiinflamatorio tanto in vitro (Landolfi y col, 1984), como in vivo
(Middleton., 1998). Interfieren en la ruta de degradacién del acido araquidénico,
implicada en la sintesis de eicosanoides (sustancias responsables de la inflamacién y
agregacion plaquetaria) (Van Wauwe y Gossenc, 1983), y en la liberacion de

histamina de forma dosis-dependiente (Konturek y col., 1986) sin provocar efectos
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secundarios de tipo ulceroso, como ocurre en la mayoria de antiinflamatorios no
esteroideos.

Muchos de estos compuestos fendlicos son, ademds, responsables de las
propiedades organolépticas de los alimentos de origen vegetal y por tanto, influyen
directamente en la calidad de algunos de ellos (Tomas-Barberan y Espin, 2001). Entre
los compuestos fendlicos encontramos pigmentos como los antocianos, responsables
de los tonos rojos, azules y violdceos caracteristicos de muchas frutas, hortalizas y del
vino tinto; o los flavonoles presentes principalmente en frutas y hortalizas que dan un
color crema-amarillento. Algunos polifenoles como las flavononas de los citricos
(naringina), aportan un sabor amargo, otros en cambio confieren astringencia a los
frutos, como los taninos hidrolizables, etc.

Los polifenoles se pueden clasificar en dos grandes grupos: flavonoides
(antocianos, flavonoles, flavan-3-oles, proantocianidinas, flavonas y flavononas) y no
flavonoides (acidos hidroxicindmicos, taninos hidrolizables, acidos hidroxibenzoicos
y estilbenos) (Waterhouse, 2002) (Tabla L.1.a. y b.).

Tabla 1.1.a. Clasificacion de polifenoles no flavonoides.

Estructura quimica Subtipos
. R3 Acido cafeoil tartarico
Acidos
Hidroxicinamicos |2 CH=CH—CO— O0—RTl £¢ido feruloil tartérico
o CH Galotanino
Taninos
Elagitaninos
Hidrolizables HO oH
OH . .
Epigalotanino

) & Acido galico
Acidos
_ . . R eleiely Acido vanillico
Hidroxibenzoicos .

Acido siringico

Resveratrol
Piceido
Piceatanol

Estilbenos
S-viniferina

e-viniferina

a-viniferina
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Tabla 1.1.b. Clasificacién de polifenoles flavonoides.

Antocianos

Estructura quimica

Subtipos
Pelargonidina
Cianidina
Delfinidina
Peonidina
Petunidina

Malvidina

Flavonoles

Kaempferol
Quercetina
Miricetina

Isoramnetina

Flavan-3-oles

Catequina
Epicatequina
Galocatequina

Epigalocatequina

Proantocianidinas

Epicatequina-cateqina

Epicatequina-

epicatequina

Catequna-epicatequina

Flavonas

Apigenina

Luteina

Flavanonas

Naringina

Hesperidina

Naringenina
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1.2. RESVERATROL

1.2.1. Caracteristicas del resveratrol

Entre los polifenoles mas estudiados en los dltimos afios destacan los
estilbenos. En la actualidad se conocen hasta 30 estilbenoides y estilben-glucésidos,
que se encuentran distribuidos en diversas especies del reino vegetal (Gorham, 1980).
El esqueleto estructural de los estilbenos consta de un puente vinilico, que sirve de
unién a dos anillos arométicos (esqueleto estilbenoide) (Tabla I.1.a.). A partir de esta
estructura quimica, relativamente sencilla, la naturaleza ha sido capaz de modelar
una gran variedad de compuestos, en los cuales varia: tanto el nimero como la
posicién de los grupos hidroxilo, la forma en la que dichos grupos se encuentran a su
vez sustituidos por moléculas de azticar, grupos metilo, metoxi u otros radicales y la
configuraciéon estérica de moléculas quimicamente idénticas. Otra causa que
incrementa el niimero de sustancias incluidas en esta familia es su capacidad de
polimerizacién para formar dimeros, trimeros o polimeros mayores (Figura I.1.).

Los compuestos mas conocidos dentro de este grupo de estilbenoides son:
trans- y cis-resveratrol (3, 5, 4’- trihidoxiestilbeno), trans- y cis-piceido (trans
resveratrol-3-O-B-glucésido), trans- y cis- piceatanol (37, 4, 3, 5-tetrahidroxiestilbeno),
asi como diferentes dimeros y trimeros de resveratrol que dan lugar a las a- y e-
viniferinas, respectivamente (Figura I.1.).

Los estilbenos son producidos por las plantas como respuesta al estrés biético
y abiético, como puede ser: tratamientos quimicos, infecciones filingicas o exposicion
a luz ultravioleta, confiriéndole a la planta una mayor resistencia.

Uno de los estilbenos mas abundante en vegetales es el trans-resveratrol. Este
compuesto fue identificado por primera vez en 1940 en la raiz del eléboro blanco
(Veratrum Grandiflurum O. Loes) y més tarde en raices secas de Poligonum Cuspidatum,
siendo ésta una de las fuentes mads ricas de resveratrol. Esta planta es ampliamente
utilizada en medicina tradicional china y japonesa en el tratamiento de enfermedades
tales como dermatitis supurativa, gonorrea, tifia favosa, y pie de atleta (Takaoka,
1940; Vastano y col., 2000; Lee y col., 1998; Cichewicz y Kouzi, 2002). En 1976 se

descubri6 su existencia en la vid (Vitis vinifera) (Langcake y Pryce, 1976).
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g-viniferina a-viniferina

Figura I.1. Estructura de los estilbenos mds representativos encontrados en uva.

El trans-resveratrol es un anabolito, generado por las células vegetales para
actuar como un plaguicida natural, que junto con otros anabolitos de la planta,
constituyen el mecanismo de defensa de la misma frente a agresiones externas. Tras

la infeccién de una planta por un agente patdgeno, la primera respuesta se localiza en
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las células con las que dicho agente entra en contacto directo. Estas células reconocen
la estructura del patégeno, o alguna de las moléculas fundamentales para el
desarrollo de su actividad, y la respuesta primaria mas frecuente de la planta es la
reaccién por necrosis, en la que las células infectadas por el patégeno mueren. Este
fenémeno es conocido como muerte celular programada (PCD). Ademads, estas
células directamente afectadas por el patégeno, producen una serie de moléculas que
alertan a las células adyacentes de la infeccién, y que reciben el nombre de moléculas
elicitadoras (Hahn, 1996). Estas moléculas son las responsables de que en dichas
células adyacentes se desarrolle la conocida como respuesta secundaria, al reconocer
a las moléculas elicitadoras producidas en la interaccién primaria. Estas vias de
defensa indican que las células vegetales poseen sistemas de vigilancia, capaces de
detectar los estimulos generados por el agente patégeno, elicitando de este modo la
respuesta defensiva en la planta. El tercer tipo de respuesta defensiva es inducida
hormonalmente en la planta, y en ella se sintetizan los compuestos conocidos con el
nombre de fitoalexinas, que trataran de frenar la actividad infectiva del patégeno.
Muchas plantas producen metabolitos secundarios (no implicados en las
reacciones metabdlicas vitales para la planta) con actividad antiftiingica, antivirica y
antibacteriana. Estos compuestos antimicrobianos pueden encontrarse en plantas que
no han sufrido infeccién alguna, actuando como barrera frente a las mismas y
recibiendo, en este caso, el nombre de fitoancipinas. Se reserva la denominacién de
fitoalexinas para los metabolitos secundarios antimicrobianos que son sintetizados en
respuesta al ataque patégeno, con el fin de cesar su invasion (Osbourn, 1999). En
general, las fitoalexinas pueden definirse como moléculas antimicrobianas de bajo
peso molecular, acumuladas en las plantas como resultado de una infecciéon patégena
o tras haber sido sometidas a condiciones de estrés (Kuc, 1995).
Entre los efectos desencadenantes de la producciéon de trans-resveratrol en
plantas, se pueden citar los siguientes:
e Infecciones flingicas producidas por Botrytis Cinerea (Stein, 1984)
Plasmopara Viticola (Dercks y Greosy, 1989), Phomopsis Viticola (Hoos y
Blaich, 1990) o Rhizopus Stonifer.
e Dafio de la planta.
e Tratamiento con sales como tricloruro de aluminio (Adrian y col., 1996).
e Tratamiento con ozono (Schubert y col., 1997).

e Radiacién Ultravioleta (Cantos y col., 2000).
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A nivel celular, se ha descrito un mecanismo que explica qué moléculas estan
implicadas en la ruta sintética de esta fitoalexina. Como se puede observar en la

Figura 1.2., los precursores inmediatos de resveratrol son el p-cumaril-CoA y el

O
OH
NH,

L-Fenilalanina

T >
NH2 (@]

: — Acido cinamico
Cinamato-4-hidroxilasa >
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H-0

HO

Acido p-cumarico

malonil-CoA, en una relaciéon molar 1:3.

Fenilalanina amonioliasa

>

CoA
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0]

p-cumaril-CoA

CoA-ligasa

>

Figura I.2. Ruta de fenilalanina a p-cumaril-CoA.
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La mayoria de las especies de la familia Vitaceae poseen ambas enzimas. Hain
y col. en 1993 aislaron el gen de la STS de la vid, y lo expresaron en células de tabaco,
encontrando que las plantas de tabaco transgénicas resultantes eran mucho mas
resistentes a la infeccién por Botrytis cinerea.

El p-cumaril-CoA se genera a partir de la fenilalanina, sintetizada en plantas a
partir de aztcares siguiendo la ruta del acido shikimico (Hrazdina y col., 1984). En
primer lugar, se produce la pérdida del grupo amino de la fenilalanina mediante
deaminacién oxidativa, reaccién catalizada por la enzima fenilalanina-amonioliasa,
dando lugar a 4cido cindmico. Este es hidroxilado a dcido p-cumarico por accién de la
enzima cinamato-4-hidroxilasa, transformandose finalmente en p-cumaril-CoA, por
accion de una CoA-ligasa.

Sobre este sustrato (p-cumaril-CoA), pueden actuar dos enzimas clave: la
chalcona-sintasa (CHS) o bien la estilbeno-sintasa (STS). En ambos casos, tal y como
se indica en la ruta biosintética representada en la Figura L.3., se produce la
condensacién de p-cumaril-CoA con tres moléculas de malonil-CoA, dando lugar a
una tetracetona. Hasta este punto, ambas enzimas acttian de manera idéntica.

A continuacién se produce la ciclacion de la tetracetona lineal, y es
precisamente el mecanismo por el cudl esta ciclacion se lleva a cabo, la principal
diferencia entre ambas enzimas. En el caso de la CHS, se liberan 3 moléculas de CO, y
el producto final de la ruta es la chalcona, precursor comtn de la familia de los
flavonoides a la que pertenece la quercetina. Cuando la enzima que actta es la STS, el
producto final de la reaccién es el trans-resveratrol, liberandose cuatro moles de CO:
por mol de resveratrol formado (Figura 1.3.).

Dado su caracter antiftingico, las fitoalexinas son candidatos idéneas para ser
utilizadas como pesticidas naturales. Dichos pesticidas naturales se plantean como
una buena alternativa a los sintéticos. La toxicidad y persistencia en el medio
ambiente de la mayoria de ellos, unido a la resistencia desarrollada por ciertas
especies patdgenas, obliga a cambiar de pesticidas o bien a utilizar una combinacién
de ellos para conseguir un efecto sinérgico.

El tratamiento post-cosecha de la uva con luz ultravioleta le provoca un estrés
que hace que ésta, en respuesta a dicho dafio, induzca la sintesis de resveratrol. Esta
misma tecnologia se estd aplicando actualmente a uvas de mesa y de vinificacién para
obtener nuevas frutas “funcionales” (Cantos y col., 2001; Cantos y col., 2002) y vinos

enriquecidos en resveratrol (Cantos y col., 2003).
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Figura I.3. Ruta biosintética desde p-cumaril-CoA hasta trans-resveratrol.

Las fuentes de resveratrol en la naturaleza no son muchas, y menos atin las

plantas y vegetales de consumo humano que contienen este compuesto. La Tabla I.2.
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muestra las fuentes naturales mas importantes de resveratrol, siendo la uva y el vino
los alimentos que mas contribuyen al aporte de resveratrol en la dieta humana
(Celotti y col., 1996).

Con respecto a la localizacion del resveratrol, en uva se encuentra,
principalmente, en pepitas y piel, y por tanto en zumo de uva (mosto) y vino su
concentraciéon no es muy alta. La piel de uva fresca tiene de 50 a 100 ng/g de trans-
resveratrol (Hendler y Rorvick, 2001). Durante la maceracion de la uva en la
elaboracién del vino, el resveratrol es liberado de la piel de la uva, pasando a estar
presente en el vino. En el proceso de la maceracién se produce mayor concentracién
de trans-resveratrol que cis-resveratrol, teniendo lugar una conversion de trans a cis
cuando el vino es expuesto a la luz y al oxigeno (Cantos y col., 2000). Obviamente, su
concentracién es mayor en vino tinto que en vino blanco, debido al tiempo de
contacto entre mosto-hollejo en el proceso de fermentacién durante el proceso de
vinificacién. Por la misma razon, la concentracién de resveratrol en vinos rosados es
intermedia a la encontrada en blancos y tintos (Tabla 1.2).

La concentracion de resveratrol en vinos es enormemente variable
dependiendo de la variedad de uva, region geografica, tipo de suelo, condiciones
climaticas, préacticas enoldgicas, etc. (Bavaresco, 2003; Vrhovsek y col., 1997). Asi, las
concentraciones de resveratrol detectadas en los vinos oscilan desde cantidades
indetectables a 14,3 mg/L (Stervbo y col., 2007; Frémon, 2000). En 1996, Goldberg y
col. determinaron la concentracién de resveratrol en méas de 700 vinos comerciales
procedentes de todas las areas vitivinicolas del mundo y corroboraron esta enorme
variabilidad en la concentracion de resveratrol, y en general del resto de estilbenos.

El resveratrol también puede ser ingerido como suplemento dietético. La
dosis en suplementos dietéticos oscila entre 8 mg y 1 g por gragea (Tabla 1.3.). Como
suplemento nutricional lo podemos encontrar como extracto de Polygonum
cuspidatum. En la actualidad estan en proceso de desarrollo alimentos funcionales que

contengan resveratrol.
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Tabla L.2. Principales fuentes de resveratrol en la dieta y contenido medio.

Fuente dietética trans-resveratrol* Referencias
(mg/kg)
Arandanos 0,02 Lyons y col., 2003
Zumo de arandano rojo 0.2 Wang y col., 2002
Mantequilla de cacahuete 03 Burns y col., 2002
Cacahuete 0.3 Burns y col., 2002
Pistacho 17 Tokusoglu y col., 2005
Chocolate negro 2 Counet y col.,2006
Uva de mesa 0.7 Cantos y col., 2000
Zumo de uva 0.5 Romero-Pérez y col., 1999
Vino blanco 0,13 Romero-Pérez y col.,
1996; Carando y col., 1999
Vino rosado 0.4 Romero-Pérez y col.,
1996; Carando y col., 1999
Carando y col., 1999 ;
Vino finto 19 Lamuela-Raventés y col.,

1995; Landrault y col.,
2002; Stervbo y col., 2007)

Desde el punto de vista comercial, el resveratrol es producido por
tratamiento de plantas de uva con cloruro o sulfato de aluminio, por irradiacién con
luz ultravioleta (Cantos y col., 2000) y a partir de cultivos celulares de vid en
respuesta a la exposicion de las células a diferentes inductores (Bru-Martinez y
Pedrefio-Garcia, 2006). Mediante el empleo de técnicas de ingenieria genética,
también es posible producir cantidades mucho mayores de resveratrol, ya que el gen
que codifica la enzima resveratrol sintasa, ha sido aislado, clonado e insertado en

plantas de patata, arroz, tomate, alfalfa y tabaco (Stark-Lorenzen y col., 1997).
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Tabla L.3. Suplementos dietéticos en el mercado que contienen resveratol.

de resveratrol

ResVmax 80
Natural resveratrol 50
Acta-Resveratrol 100
Smart city Resveratrol 20
Nature’s way Resveratrol 37,5
Revidox 8
Grape seed 50
Newlight resveratrol 50
Rezactiv 100
Nature’s bloon 50
TruNature 30
NutraceuticsRX 100
ReuGenetics X 1000 1000

1.2.2. Propiedades beneficiosas del resveratrol para la salud

El resveratrol es uno de los polifenoles mas estudiados en los tltimos afios
debido al creciente interés por sus propiedades beneficiosas para la salud. Se ha
demostrado que este estilbeno tiene una gran capacidad antioxidante in vitro (Espin y
Wichers, 2000) y en cultivos celulares, donde acttia como un potente inhibidor de la
formacién de radicales implicados en enfermedades cardiovasculares, carcinégenas y
degenerativas (Jang y Pezzuto, 1999; Martinez y Moreno, 2000). Es un inhibidor de
forma dosis-dependiente del proceso de carcinogénesis en sus tres etapas: iniciacién,
promocién y prolongaciéon del tumor (Jang y col, 1997). Posee efectos
antiproliferativos y proapoptéticos en numerosas lineas celulares anticancerigenas asi
como en modelos in vivo (Baur y Sinclair, 2006). El resveratrol resulta activo frente al
cancer de pulmén, colon, mama, estémago, prostata, piel, eséfago, tiroides, pancreas,
ovario, higado y leucemia. Las investigaciones al respecto son numerosas y, segtn el

tipo de cancer, se encuentran en distintas fases de desarrollo. La mas avanzada es la
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llevada a cabo sobre cancer de colon, cuyos estudios estan en fase II de ensayos
clinicos (http:/ /www.cancer; http:/ /www. clinicaltrials).

También, se ha demostrado que el resveratrol mejora la resistencia del
organismo frente al estrés, tiene efecto antienvejecimiento y prolonga el tiempo de
vida en numerosos organismos, desde levaduras (Howitz y col., 2003) a vertebrados
(Valenzano y col., 2006). Investigaciones recientes han demostrado que ratones
obesos cuya dieta es suplementada con resveratrol no solo son mas longevos, sino
que ademads, son mas activos, presentando en menor medida los efectos adversos de
una dieta hipercaldrica (Baur y Sinclair, 2006).

El interés por el caracter cardioprotector del resveratrol surgio a partir de un
estudio llevado a cabo en 1992, en el que se comparé la tasa de mortalidad por
enfermedad cardiovascular (ECV) y el nivel de colesterol sérico en distintas
poblaciones del mundo (Renaud y De Lorgeril, 1992). La correlacién fue altamente
positiva para las poblaciones estudiadas, excepto para Toulouse, la cual mostraba los
mismos niveles de colesterol en sangre que Glasgow, pero una tasa de mortalidad por
ECV mucho menor. Esta aparente discrepancia entre el riesgo de sufrir ECV (alto
colesterol en sangre) y muerte por ECV, se denominé “Paradoja Francesa”. Tras el
estudio minucioso de las variables que podrian contribuir a esta discrepancia, se
encontrd el elevado consumo de vino tinto en Toulouse como presunto responsable
de dicha evidencia. Posteriormente, numerosos estudios han corroborado que el
elevado contenido polifendlico del vino tinto, le confiere cardcter cardioprotector
(Wollin y Jones, 2001; De Gaetano y Cerletti, 2001; De Gaetano y col., 2002), y otros
muchos sefialan al resveratrol como principal agente responsable (Renaud vy
Gueguen, 1998; Vidavalur y col., 2006; Das y Das, 2007; Wang y col., 2005). El
resveratrol actiia a distintos niveles en el organismo, de ahi su demostrada
efectividad (De Gaetano y col.,, 2002). Uno de los puntos mas importantes es que
inhibe la apoptosis celular a dosis muy bajas, previniendo varias enfermedades entre
las que se incluye: dafio miocardico por isquemia-reperfusion, aterosclerosis y
arritmias ventriculares. A dosis altas, es capaz de inducir apoptosis, actuando como
agente quimiopreventivo (Das y Das, 2007).

La agregacion plaquetaria es uno de los factores que més afecta al proceso de
aterosclerosis. Las plaquetas pueden activar la formacién de trombos y su agregacién
produciendo oclusién vascular. En 1995, Bertelli y col. demostraron que el resveratrol

es capaz de inhibir, in Vitro, la agregacién plaquetaria. Afios después se demostrd
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esta actividad del resveratrol también in vivo, concretamente en conejos sometidos a
una dieta hipercolesterolémica (Wang y col, 2005). Ademds, en ratones
genéticamente hipercolesterolémicos, el resveratrol reduce el 4rea aterosclerética y el
tamafio del trombo inducido por laser (Zini y col., 1999). Los mecanismos por los
cuales el resveratrol ejerce este efecto protector son complejos y, hasta la fecha, no
han sido completamente explicados (Baur y Sinclair, 2006). Un posible mecanismo
propuesto se basa en la inhibicién preferencial de COX1 sobre COX2, ya que el
balance de prostagladinas sintetizadas por las dos isoformas de la enzima COX
regula la homeostasis vascular (Jang y col., 1997). El tromboxano A2, el cual es
sintetizado por COX1 en las plaquetas, es un potente inductor de la agregacién
plaquetaria y un vasoconstrictor (Hamberg y col., 1974; Hamberg y col., 1975);
mientras que la prostaciclina, que es sintetizada por COX2 en células endoteliales
vasculares, es un antiagregante plaquetario y un vasodilatador (Moncada y col.,
1976). Asi, la inhibicién selectiva de COX1 promueve el flujo sanguineo y disminuye
el riesgo de trombos, mientras que la inhibicion de COX2, conlleva una mayor
formacion de trombos e incrementa el riesgo de sufrir complicaciones
cardiovasculares (Mukherjee y col., 2001; Davies y Jamali, 2004). Bajo determinadas
condiciones, la inactivacién de COX1 por resveratrol es irreversible (Szewczuk y col.,
2004), y las plaquetas son incapaces de sintetizar nuevas proteinas, lo que implica que
una exposicién eventual a resveratrol podria tener efectos in vivo. Este es el
mecanismo a través del cual el acido acetilsalicilico (aspirina®) ejerce su accién
cardioprotectora (Vane, 1971; Mitchell y col., 1993; Williams y Hennekens, 2004).

La capacidad vasodilatadora del resveratrol ha sido atribuida a su capacidad
de estimular los canales Ca?* y K*, y a la mejora de la sefializacién del 6xido nitrico
(NO) en el endotelio. Esta ultima actividad fue atribuida a la inhibicion de la
actividad NADH/NADPH oxidasa, permitiendo una reduccién de la produccién
basal de superéxido, y consecuentemente un descenso en la inactivaciéon del éxido
nitrico (Orallo y col., 2002; Li y col., 2000). In vivo, el resveratrol aumenta la expresion
de 6xido nitrico sintetasa, tanto la endotelial (eNOS) como la inducible (iNOS) (Das y
col., 2005). En arterias de enfermos cardiovasculares, la vasodilatacién a través del
mecanismo del NO activado por resveratrol no se observa, aunque si existen otros
mecanismos independientes del NO, lo que sugiere que la accién vasodilatadora del

resveratrol ocurre a través de distintas rutas bioquimicas (Cruz y col., 2006).
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La oxidacién de proteinas de baja densidad (LDL) esta directamente asociada
a la probabilidad de sufrir enfermedades coronarias e infarto de miocardio (Holvoet,
2004). Se ha demostrado que el resveratrol inhibe la peroxidacién de las LDL mas que
un extracto de vino tinto administrado a voluntarios sanos (Frankel y col., 1993). Asi,
recientemente se ha descrito que tras la ingestion de vino tinto es posible detectar
resveratrol en las LDL (Urpi-Sarda y col., 2005). Experimentos in vivo realizados en
ratas sometidas espontdneamente a hipertensién, propensas a infartos de miocardio,
demuestran que el resveratrol disminuye los marcadores de estrés oxidativo como
albimina glicosilada en suero y 8-hidroxiguanosina en orina (Mizutani y col., 2001).
Estas y otras investigaciones sugieren que el resveratrol puede inhibir la oxidacién de
LDL entre otras macromoléculas in vivo; sin embargo, si el mecanismo de accién es
directo o indirecto esta atin por determinar.

Por otro lado, el resveratrol interfiere en el metabolismo de lipidos,
inhibiendo la lipogénesis a nivel hepatico (Arichi y col., 1982).

El resveratrol podria actuar contra el dafio isquémico en infartos de
miocardio. En ratas, la perfusién del corazén con resveratrol (10 uM) antes de un
dafio isquémico provoca una mejora en la recuperaciéon de la presion y el flujo
adrtico, reduciendo tanto la concentracion de malonaldehido como el tamafio del
infarto (Ray y col., 1999). Este efecto podria deberse, al menos en parte, a la capacidad
antioxidante del resveratrol. Esta hipétesis cobra fuerza al observar que el piceatanol,
estilbeno similar al resveratrol pero con un grupo hidroxilo mas en posicién 3’, y por
tanto con mayor capacidad captadora de radicales libres, mejora atin mas la
proteccion frente al dafio isquémico (Hung y col., 2000). De nuevo, el mecanismo
propuesto se basa en el aumento de eNOS e iNOS, y por tanto, de la concentraciéon de
NO en suero (Hung y col., 2000).

En un estudio realizado en ratas, a las que se habia adicionado resveratrol en
el agua de bebida durante 15 dias (1 mg/kg de peso), se observé una mejor
recuperacién de la funcionalidad cardiaca tras la induccién experimental de un dafio
por isquemia-reperfusiéon (Bradamante y col.,, 2003). En otro estudio realizado en
cobayas, se observé un aumento significativo de la NADPH-quinona reductasa y de
catalasa, o lo que es lo mismo, de la capacidad de eliminar oxidantes del musculo
cardiaco cuando se les dio para beber agua enriquecida con resveratrol (14 mg/kg de

peso) durante 16 dias (Floreani y col., 2003).
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El resveratrol podria, por tanto, aumentar la concentracién de NO mediante
un aumento de expresién de la NO sintetasa y disminuir su inactivacién por radicales
libres. Esto sugiere que podria ser un potente protector in vivo contra el dafio
isquémico durante infartos de miocardio.

En la Tabla I.4. se resumen las actividades y las concentraciones a las cuales
el resveratrol presenta actividad cardioprotectora (Bertelli, 2007).

También se ha estudiado la actividad neuroprotectora del resveratrol,
demostrando que disminuye el estrés oxidativo en células neuronales, reduciendo
por tanto la toxicidad de los radicales libres (Tredici y col., 1999).

Las sirtuinas son una familia de deacetilasas dependientes de NAD+,
descubiertas en levaduras (Sir2), que han sido asociadas con un alargamiento de la
vida en levaduras, gusanos y moscas (Kaeberlein y col., 1999; Regina y Helfand,
2004). Actdan eliminando grupos acetilo de proteinas en presencia de NAD*. En
Saccharomyces cerevisiae la sobreexpresion de Sir2 provoca un alargamiento de la vida
de la levadura de un 30%. Esto es debido a que la eliminacién de grupos acetilo de
histonas provoca un menor empaquetamiento y un menor nivel de transcripcién del
ADN celular (Sir2 esta clasificada como una histona deacetilasa). Una reduccién de la
alimentacion de la levadura provoca un efecto similar a este, ya que produce un
incremento de la actividad de Sir2. Por otra parte, eliminando el gen de Sir2, se anula
el alargamiento de la vida provocado por la restriccién calérica (Howitz y col., 2003).
Este efecto también se ha observado en estudios llevados a cabo con Caenorhabditis
elegans y Drosophila melanogaster (Wood y col., 2004).

Estos resultados obtenidos en organismos inferiores han provocado intensas
investigaciones sobre el papel de las sirtuinas en mamiferos. Un barrido in vitro de
activadores de sirtuinas de mamiferos (SIRT1) indicé que el resveratrol era el
activador méas potente de la actividad deacetilasa de los 18 estudiados (Howitz y col.,
2003). Estudios posteriores han demostrado que el resveratrol alarga la vida de S.
cerevisiae, Caenorhabditis elegans y Drosophila melanogaster, pero solo cuando el gen SIR2
estd presente en estos organismos (Howitz y col., 2003; Wood y col., 2004).

Ademas, varios estudios en modelos animales sugieren que el resveratrol, al
activar SIRT1, puede reducir la incidencia de enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Parkinson (Anekonda y
Reddy, 2006). Igualmente se ha observado in vitro que el resveratrol puede activar

algunas de las enzimas neuronales (AMP-kinasa) que se estimulan bajo la restriccién
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caldrica, proporcionando un efecto neuroprotector (Rasouri y col., 2007; Dasgupta y

Milbrandt, 2007).

Tabla 1.4. Principales actividades cardioprotectoras del resveratrol.

Actividad
Inhibicién de la expresion de moléculas
de adhesién
Inhibicién citocromo P450
Aumento de eNOS en células endoteliales
humanas
Estabilizacién de la membrana
mitocondrial

Actividad antiplaquetaria
Inhibicién del canal Ca2* en plaquetas

Antagonismo del canal Ca?* en miocitos
ventriculares

Efecto antiarritmico en ratas

Proteccion frente al dafio por isquemia-

reperfusion
Supresién de angiogénesis in vivo

Accién sobre NFiB en células endoteliales
humanas

Supresion de la trascripcion de IL-8
Mejora de la expresion de NOS en células

de musculo liso vascular

Concentracion
0,1-1upM
<1uM

1M

0,1-1pM
1M

1uM

1uM
1uM

1uM

< 1upM

0,1-1pM
0,1-1pM

0,1-1uM

Referencia
Ferrero y col., 1998

Teel y Huynh, 1998
Leikert y col., 2002; Gu
y col., 2006

Ziniy col., 2002

Bertelli y col., 1996
Dobrydneva y col.,
1999

Liew y col., 2005
Zhang y col., 2006
Plin y col., 2005.

Brakenhielm y col.,
2001

Pellegatta y col., 2003
Shen y col., 2003

Cignarella y col., 2006

Por otra parte, el resveratrol también tiene efecto antiinflamatorio, ya que

inhibe enzimas que son claves en las rutas biosintéticas de prostaglandinas y

eicosanoides, compuestos responsables de la respuesta inflamatoria (Jang y col., 1997;

Martinez y Moreno, 2000).
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Otra de las funciones del resveratrol es la estrogénica, ya que es un anédlogo
estructural del estrégeno sintético dietilestilbestrol (DES), pudiendo actuar de forma
dosis-dependiente, como agonista estrogénico o antagonista en presencia de
estrogenos, lo que permite la inhibicién de células cancerigenas de mama (Lu y
Serrero, 1999).

También se ha descrito en la literatura que el resveratrol presenta actividad
antibacteriana y antivirica. Inhibe el crecimiento de bacterias de forma selectiva no
siendo efectivo frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicansy, Helicobacter pylori (responsable de
numerosos trastornos gastricos), Neisseria gonorrhoeae y Neisseria meningitidis
(causantes de la gonorrea y de la meningitis, respectivamente) (Mahady y Pendland,
2000; Docherty y col., 2001). En cuanto a su actividad antivirica, inhibe de forma
reversible y dosis-dependiente la replicacién de los virus herpes simple (HSV-1 y
HSV-2) (Docherty y col., 1999) y potencia la accién de algunos farmacos usados
contra el virus del SIDA (VIH-1) sin mostrar efectos t6xicos para las células (Heredia
col., 2000).

1.2.3. Farmacocinética y biodisponibilidad del resveratrol

La biodisponibilidad del resveratrol es muy baja. Una vez absorbido, al
menos un 70% es metabolizado en forma de glucurénido y sulfato. Los metabolitos
del resveratrol alcanzan su maxima concentracién en plasma a los 30 minutos tras su
consumo, siendo su vida media 9,2 horas (Walle y col., 2004). Tras la ingesta de vino
tinto, se han identificado en orina cinco metabolitos distintos: resveratrol
monosulfato, dos isomeros del resveratrol monoglucurénido, dehidroresveratrol
monoglucurénido, dehidroresveratrol monosulfato y dehidroresveratrol (Vitaglione
y col.,, 2005). En otro estudio, se identificaron hasta seis metabolitos distintos
adheridos a la esturcura de las LDL de voluntarios, tras la ingestién de 250 mL de
vino tinto: trans-resveratrol-3-O-glucurénido, cis-resveratrol-3-O-glucurénido, cis-
resveratrol-3-O-glucésido, trans-resveratrol libre, resveratrol-4’-O-glucurénido y
trans-resveratrol-4-O-glucdsido (Urpi-Sarda y col., 2005). Dado que la concentracién
de los metabolitos del resveratrol puede ser mas alta que el resveratrol en si, se hace
necesario determinar la actividad de dichos metabolitos (estudios que se estdn

llevando a cabo actualmente).
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Por otro lado, la acumulacién de resveratrol en estémago, duodeno, higado,
corazén, pulmén y rifiones podria explicar los efectos encontrados sobre estos
organos (Shen y col., 2003; Cignarella y col., 2006; Asensi y col., 2002; Baur y Sinclair,
2006; Howitz y col., 2003; Valenzano y col., 2006; Bertelli y col., 1998; Walle y col.,
2004; Vitaglione y col., 2005; Bertelli y col., 1996; Vitrac y col., 2003; El-Mohsen y col.,
2006).

Otra posible explicacién a su gran bioactividad, a pesar de su relativamente
baja concentracién en la dieta, es su efecto sinérgico cuando se encuentra con otros
polifenoles bioactivos. Por ejemplo, se ha estudiado la eficiencia del resveratrol junto
a catequina y quercetina en distintas matrices, observandose efectos sinérgicos entre
dichos compuestos (Goldberg y col., 2003).

Conviene destacar que la toxicidad del resveratrol resulta practicamente nula,
no observandose ningtin efecto adverso en casos de ingesta alta y prolongada de este
compuesto (Juan y col., 2002).

Recientemente, se ha publicado un estudio sobre poblacién adulta espafiola
(40.885 individuos con edades comprendidas entre los 35-64 afios) donde se evalda el
consumo de resveratrol y sus derivados (Zamora-Ros y col., 2008). En él se concluye
que el 32% de la poblacién no consume estos compuestos, y que el vino es la fuente
principal de estilbenos en la dieta. Sin embargo, el resveratrol s6lo supone el 21% del
consumo de estilbenos, concretamente 31 png/dia, mientras que el piceido supone un
54% de la ingesta. Esto se debe a que los vinos tenidos en cuenta en este estudio,
presentaban un mayor contenido en piceido que en resveratrol (la concentracién y
distribucion de estos compuestos es muy variable y depende de muchos factores). En
cualquier caso, aunque el piceido presenta también actividad antioxidante,
cardioprotectora y anticancerigena (Arichi y col., 1982; Waffo-Teguo y col., 1998), al
estar glucosilado su biodisponibilidad es menor (Urpi-Sarda y col., 2005; Meng y col.,
2004).

1.2.4. Estabilidad del resveratrol

En general, los polifenoles son muy fotosensibles a la luz solar, se oxidan
facilmente en presencia de oxigeno, se descomponen a altas temperaturas y no son
muy estables frente a variaciones de pH. Por todo esto es dificil mantener las

concentraciones de polifenoles en los alimentos durante el almacenamiento de los
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mismos, por lo que se hacen imprescindibles estudios de estabilidad para determinar
las condiciones id6neas de almacenamiento del alimento.

Se han realizado numerosos estudios sobre la estabilidad de los polifenoles y
en concreto, sobre la estabilidad del resveratrol en diferentes condiciones. El
resveratrol es muy sensible a la luz solar. Cuando se protege la forma trans de la luz
puede durar hasta un mes de forma estable, sin embargo, la forma cis del resveratrol
no es estable atin protegiéndolo de la luz, a no ser que se encuentra a un pH neutro
(Romero-Pérez y col., 1996; Trela y Waterhouse, 1996). Cuando se expone a la luz
solar a temperatura ambiente, sélo el 70% del resveratrol permanece estable tras 4 h
de exposicién (Wang, y col., 2002). Durante el proceso de conversion de la forma trans
a la forma cis, la intensidad de fluorescencia de cis-resveratrol aumenta un 8 % por
minuto a temperatura ambiente (Lin y Chen., 2001). Kolouchové-Hanzlikova y col. en
2004, detectaron que en una disolucién de trans-resveratrol expuesta a luz solar
durante 3,5 h, habia otras dos sustancias no conocidas, ademas de los dos isdmeros de
resveratrol, trans y cis.

La exposicién del trans-resveratrol a luz UV, a temperatura ambiente y en
presencia de oxigeno, produce una transformacién muy rapida de trans- a cis-
resveratrol. La velocidad del aumento de cis-resveratrol en la primera hora de
exposicion es del 0,5 % al 1% por minuto. La tasa de disminucién de trans-resveratrol
es similar a la expuesta por Kolouchova-Hanzlikova, pero la tasa de aumento de cis-
resveratrol es mucho menor, lo que puede ser debido a que este isémero es sensible a
la oxidacion atmosférica. Todos estos estudios de estabilidad indican que el
resveratrol es muy inestable, ya que tiende a actuar como un agente reductor cuando
se expone a la luz, y se oxida en presencia de oxigeno. En ocasiones la oxidacién del
mismo, puede llevar a su degradacién, dando lugar a sustancias que no tienen
actividad bioldgica. Por tanto, es necesario proteger el resveratrol de la luz UV,
evitando su exposicién directa a la luz solar.

También se han realizado estudios de estabilidad del resveratrol a diferentes
temperaturas de almacenamiento. Cuando se conservo el resveratrol a 4 °C éste se
mantuvo estable durante los primeros 5 dias. Cuando las muestras de resveratrol
disuelto fueron almacenadas a temperatura ambiente y en oscuridad, la
concentracion de resveratrol disminuyé un 88% (Bertacche y col., 2006).

Otras condiciones que afectan a la estabilidad del resveratrol es el pH de la

disolucion (Chan, 2002). Se ha demostrado que el cis-resveratrol es inestable a pH 10
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y estable a pH 7,0 mientras que el trans-resveratrol es estable en un intervalo de pH
comprendido entre pH 8,0 y 9,0 (Bertacche y col., 2006).

Todos estos estudios se han realizado tanto con resveratrol sélido como en
disolucion, observandose que el resveratrol sélido es mucho mas estable que el
resveratrol en disolucién (Fan y col.,, 2005). En aquellos alimentos en los que el
resveratrol se encuentra disuelto, hay que tener especial cuidado con las condiciones
de almacenamiento, ya que es muy sensible a la luz, oxigeno, temperatura y pH
acido, haciendo dificil también la elaboracién de alimentos funcionales que lo
contengan, ya que en el procesado de los mismos se puede perder parte del

resveratrol adicionado.

2. CICLODEXTRINAS (CDs)

2.1. HISTORIA Y DEFINICION

Las ciclodextrinas (CDs) son aztcares ciclicos naturales de seis (a-CDs), siete
(B-CDs) u ocho (y-CDs) unidades de glucosa, unidas por enlaces a (1-4) (Figura I1.4.).
También son conocidas como cicloamilosa, ciclomaltosas o dextrinas de Schardinger
(Villiers, 1891; Eastburn y Tao, 1994). Se obtienen como resultado de una reaccién de
transglicosilacién intramolecular en la degradacién del almidén, llevada a cabo por la
enzima ciclodextrina glucanotransferasa (CGTasa) de Bacillus macerans (Szetjili, 1998).

Fueron descubiertas en 1891 por Villiers, obteniendo una pequefia cantidad
de dextrinas tras la digestion del almidén por Bacillus amylobacter. La cantidad
obtenida fue aproximadamente de 3 g/Kg de almidén. Tras permanecer unas
semanas en alcohol se observo la presencia de cristales precipitados que respondian a
la férmula de las CDs (Ce¢H1005)-3 H2O. Probablemente y de acuerdo con otros
autores, Villiers observé que las CDs se produjeron por la contaminacién de Bacillus
macerans (Villiers, 1891). En 1903, Schardinger fue capaz de aislar dos productos
cristalinos, dextrina A y dextrina B, que no tenian poder reductor, pero la cepa que
los producia no fue identificada. En 1904, Schardinger aislé6 un nuevo
microorganismo capaz de producir acetona y alcohol etilico a partir de azticar y

material vegetal que contenia almidén (Eastburn y Tao, 1994). Mas tarde, en 1911,
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describié que dicho microorganismo, llamado Bacillus macerans, producia grandes
cantidades de dextrinas cristalinas a partir del almidén (25-30%). Schardinger
nombré sus productos cristalinos como dextrina cristalina o y dextrina cristalina p. La
dextrina cristalina y no fue aislada hasta 1935. En 1942 se observd la estructura de a-y
B-CDs por cristalografia de rayos X, corroborando asf las estructuras propuestas con
anterioridad. En 1948, se elucid¢ la estructura de y-CDs por rayos X y se reconocié
que las CDs pueden formar complejos de inclusién. Se observé que todos los tipos de
CDs tenian estructura troncoconica, debido a la conformacién en forma de silla de las
unidades de glucopiranosa. Orientados hacia la boca ancha de la estructura
troncoconica se encuentran los -OH secundarios de los carbonos C-2 y C-3 de cada
unidad de glucosa; y hacia la boca estrecha de la estructura se encuentran los -OH
primarios de los C-6, quedando los grupos -CH>OH orientados hacia la superficie
externa del cono. Los hidrégenos de los carbonos mas apolares de los azticares (C-3 y
C-5) y el oxigeno de los enlaces glucosidicos entre las unidades de glucosa, quedan
orientados hacia el interior de la estructura troncocénica (Figura 1.4.). La orientacién
especifica de todos estos grupos, da lugar a una molécula cuya superficie externa es
hidrofilica, por lo que es soluble en agua, y cuya cavidad interna es hidrofébica
(Szejtli, 1985).

En 1950 dos grupos de investigadores, liderados por French en 1957 y Cramer
en 1954, empezaron a trabajar en la produccién enzimatica de CDs, fraccionando los
compuestos puros y caracterizando sus propiedades quimicas y fisicas. French
descubrié que existian otras CDs naturales, formadas por un niimero mayor de
unidades de glucosa, que en 1961 fueron denominadas como 3-, £-, &- y n-CDs (9-12
residuos) (Hirose y Yamamoto, 2001), mientras que el grupo de Cramer se centré en
el estudio de las propiedades de los complejos de inclusién formados por las CDs. En
1953 Freudenberg, Cramer y Plieninger obtuvieron una patente, en la que se
desarrollaban los aspectos mas importantes de la aplicaciéon de las CDs en la
formulaciéon de drogas para su proteccién frente a la oxidacién, aumento de la
solubilidad y proteccién de compuestos volatiles.

La primera revisiéon de CDs fue publicada en 1957 por French y en ella se
hablaba, por primera vez, de la toxicidad de las CDs. Esta fue seguida por la de
Caesar en 1968.
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Figura 1.4. Estructura de p-CDs.

Durante los 25 afios siguientes, se realizaron numerosos estudios sobre la
toxicidad de las CDs para el uso en humanos. En 1981 se celebr¢ el primer congreso

internacional de CDs, decidiendo organizar este evento cada dos afios.

2.2. PROPIEDADES

Hay tres tipos de CDs denominadas de primera generacion, parentales o
naturales: a-, B- y y-CDs. B-CDs es el tipo mas utilizado debido a su bajo coste. Las

principales caracteristicas de las CDs naturales se describen en la Tabla I.5.
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Tabla L.5. Propiedades de las CDs.

Propiedades a-CDs B-CDs v-CDs
Ntimero de glucopiranosas 6 7 8
Peso molecular 972 1135 1297
Solubilidad en agua a 25 °C 14,5 1,85 23,2
Diametro exterior 14,6 154 17,5
Didametro de la cavidad 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Altura de la cavidad 79 79 79
Volumen de la cavidad 174 262 427

A partir de las CDs naturales se han sintetizado otros tipos de CDs llamadas
derivadas o modificadas, que son obtenidas por acilaciones, esterificaciones o
eterificaciones de los OH de los carbonos primarios y secundarios de las CDs
naturales. Dependiendo del sustituyente adicionado, la solubilidad de las CDs
modificadas es diferente a las de su parental. Pricticamente, todas las CDs
modificadas tienen cambios en el volumen de su cavidad hidrofébica y, estas
modificaciones pueden mejorar su solubilidad acuosa (Villiers, 1981). La sintesis de
CDs modificadas requiere la seleccién de reactivos, optimizacién de las condiciones
de reaccién y una buena separacion de los productos. Las B-CDs han sido
modificadas con mas de 20 sustituyentes diferentes en una regién especifica de
manera selectiva (Figura L.5.).

Debido a su capacidad para unirse de forma especifica mediante enlace
covalente o no covalente a otras CDs, estos azticares ciclicos se pueden utilizar como
bloques para la construcciéon de complejos supramoleculares. Su habilidad para
formar complejos de inclusién con moléculas huésped de caracter organico, ofrece la
posibilidad de desarrollar hilos supramoeculares. Asi, se pueden construir
arquitecturas moleculares como catenanos, rotaxanos, polirrotaxanos y tubos (Figura
I.6.). Estos bloques de construccion, que no se pueden obtener por otros métodos, se
emplean para la separacién de mezclas complejas de moléculas y enantiémeros
(Szetjili, 1998).
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1 CGTasa

—_— CDs Parentales
Modificadas quimica o
enzimaticamente
CDs Modificadas

25 s e

HP-B-CDs: hidroxipropil--CDs.
HPE-B-CDs: Hidroxietil-B-CDs.
DIME-B-CDs: (2,6-dimetil)- B-CDs.
TIME-B-CDs: (2, 3, 6-trimetil)- B-CDs.

Figura 1.5. Tipos de CDs modificadas.
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Figura I.6. Hilos supramoleculares.
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2.3. CONSIDERACIONES TOXICOLOGICAS

Recientemente han sido revisados los perfiles de seguridad de las CDs
naturales y algunas modificadas (Irie y Uekama, 1997; Thompson, 1997). Los estudios
de toxicidad han demostrado que las CDs administradas por via oral no son téxicas,
debido a su escasa o nula absorcién en el tracto gastrointestinal (Irie y Uekama, 1997).
Ademads, una serie de evaluaciones de seguridad han demostrado que vy-, 2-
hidroxipropil-B-, sulfobutiléter-p-, sulfatada-p- y maltosil-B-CDs son seguras, incluso
administras de forma parenteral. Sin embargo, otros estudios toxicoldgicos revelan
que las parentales a- y B-CDs y las modificadas metil-3-CDs no deben de ser

administradas por via parenteral (Martin del Valle, 2004).

2.3.1. a-CDs

Son bastante irritantes tras su aplicacién intramuscular; se unen a algunos
lipidos produciendo irritacién ocular y se absorben entre el 2 y 3% tras su
administracién via oral en ratas. No son metabolizadas en el tracto intestinal superior,
pero si son degradadas por la flora intestinal del ciego y colon (Martin del Valle,
2004).

2.3.2. B-CDs

Son menos irritantes que las o-CDs cuando se administran
intramuscularmente. Cuando se ingieren por via oral, éstas se unen al colesterol
absorbiéndose en el tracto gastrointestinal superior en cantidades muy pequefias (1-
2%). Al igual que en el caso de a-CDs no son metabolizadas en el tracto intestinal
superior, pero si son degradadas por las bacterias de ciego y colon. Actualmente, son
las CDs méas comunes en formulaciones farmacéuticas y por lo tanto, las CDs mejor
estudiadas en humanos. No es recomendable su aplicacién en dosis elevadas, ya que
al ser degradadas en el intestino grueso, fermentan dando lugar a la produccién de
gas y diarrea (Martin del Valle, 2004).



INTRODUCCION

2.3.3. y-CDs

De los tres tipos de CDs naturales, es para las que menos efectos adversos se
han descrito (Szente y col., 1998), por lo que son promovidas activamente como
aditivo alimentario por sus principales fabricantes. Provocan una irritacién
insignificante tras de su inyeccién intramuscular, y son rdpidamente y degradadas a
glucosa en el tracto intestinal superior por las enzimas intestinales (incluso a altas
dosis, por ejemplo, 10-20 g /kg/dia). No son absorbidas tras su administracién por
via oral y hay practicamente ausencia de metabolismo después de su administracién
intravenosa. Su habilidad para formar complejos, en general, es menor que B-CDs y
sus modificadas. Con frecuencia, sus complejos tienen una solubilidad limitada en
soluciones acuosas, tendiendo a precipitar generando soluciones opalescentes (Szente
y col., 1998).

2.4. FORMACION DE COMPLEJOS DE INCLUSION

La caracteristica mas notable de las CDs es su capacidad para formar
complejos de inclusién con numerosos compuestos tanto organicos como inorganicos
en sus diferentes estados de agregacion, siempre que el compuesto que se vaya a
incluir tenga un tamafio compatible con las dimensiones de la cavidad hidrofébica de
la CDs (Villiers, 1981). Ademas, la formacién del complejo se ve favorecida por las
caracteristicas de polaridad de la molécula huésped, aunque son muchos los autores
que especulan que los factores decisivos en la formacién del complejo son mas bien
geométricos que quimicos (Mufioz-Botella y col., 1995). Puede afirmarse que el
proceso de inclusién transcurre gracias a la interaccion -energéticamente favorable-
entre la molécula huésped, relativamente apolar, y la cavidad hidrofébica —
imperfectamente solvatada- de las CDs.

Para que se forme el complejo de inclusién, ha de producirse una interaccion
entre la molécula huésped y la CD, que generalmente se califica como “interaccién
hidrofébica”, dada la naturaleza de las fuerzas que conducen a la formacién del
complejo, que va acompafiada por un cambio favorable en el valor de la entalpia y,
generalmente desfavorable en el de entropia. Para explicar este cambio considerable
de la entalpia, se argumentan diferentes razones (Szetjli, 1998), entre las que se

incluyen: i) interacciones de tipo Van der Waals entre molécula huésped y CD, ii)
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formacién de puentes de hidrégeno entre la molécula huésped y los grupos hidroxilo
de la CD, iii) pérdida de energia debida a las moléculas de agua alojadas en el interior
de la cavidad de la CD, iv) relajacion de la energia de tensién del anillo de la
macromolécula de CD e v) interacciones polares; de modo que la variacién de la
energia libre total del sistema (AGr) serfa la suma de todas las contribuciones
individuales [£(AG);v] (Schneiderman y Stalcup, 2000).

Los estudios sobre la naturaleza de estos enlaces con moléculas huésped
seleccionadas, han puesto de manifiesto la importancia de cada una de las fuerzas
implicadas en el proceso de inclusién (Schneiderman y Stalcup, 2000). La
comparacion de la magnitud de cada una de las fuerzas implicadas demuestra que
para un huésped apolar, las interacciones i, iii, y iv, son las més significativas. En
cualquier caso, la importancia de cada una de las fuerzas va a depender de las
caracteristicas de la molécula huésped asi como de la CD, ya que ademads de fuerzas
de enlace parece ser que la pérdida de la estructura del agua alrededor de la molécula
huésped (apolar), proceso intimamente relacionado con las interacciones apolares o
hidrofébicas, asi como la restriccion en la liberacion de movimiento de la molécula
huésped en solucién, ejercen en conjunto una cierta influencia en la formacion del
complejo de inclusién.

Estas interacciones hidrofébicas son relativamente débiles, ya que las fuerzas
implicadas en la formacién de los complejos son interacciones de tipo Van der Waals
e interacciones dipolo-dipolo. Asi, si se compara la energia necesaria para la
formacion de un enlace covalente (102 kcal/mol) con la necesaria para establecer un
enlace por puente de hidrégeno (10 kcal/mol) y la imprescindible para las
interacciones por fuerzas de Van der Waals (1 kcal/mol), se deduce que estas
interacciones son las mas débiles y en muchos casos, no permiten la formacién de un
complejo estable.

Sin embargo, si la molécula apolar adopta o posee una disposicion espacial
especifica, cuyo radio de Van der Waals sea compatible con el tamafio de la cavidad
de la CD, pueden establecer estas interacciones hidrofébicas y las especies se incluyen
dando lugar a un complejo cuya estabilidad puede ser, en muchos casos, semejante a
la que resultarfa de una unién covalente. Los complejos més estables se forman en el
caso de moléculas hidrofébicas que no son capaces de formar enlaces por puente de
hidrégeno, por ejemplo benceno. La estabilidad del complejo es proporcional al

caracter hidrofébico de los sustituyentes sobre la molécula base. Asi, los sustituyentes
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metilo o etilo incrementan la estabilidad de los complejos, mientras que los hidroxilos
la disminuyen al igual que los grupos ionizables.

Si en una molécula se dan todas estas caracteristicas geométricas, quimicas,
estéricas y energéticas favorables para la inclusién, entonces se iniciara el proceso de
formacion del complejo,

De todo lo expuesto, se desprende que el ajuste de la molécula de sustrato a
la cavidad de la CDs es un proceso decisivo y en cierta medida independiente del
cardcter de la molécula huésped (Loftsson y Brewster, 1996). Sin embargo, esta
independencia es relativa debido a que para la formacién del complejo es necesaria la
deshidratacién total o parcial del sustrato, seguida de la rehidrataciéon que se
produce tras el proceso de incorporacién, siendo estos procesos caracteristicas de los
sustratos.

La unién resultante entre la CD y la molécula huésped no es fija o
permanente, sino que es un equilibrio dindmico gobernado por una constante, cuya
fuerza depende del tamario relativo de la molécula complejada y de las interacciones

establecidas entre la CDs y la molécula complejada (Figura 1.7.).

O+ =

Kc

— -

Analito CDs Analito-CDs

Figura L.7. Formacion del complejo huésped-CDs.

Los complejos de inclusién se pueden formar en estado cristalino o en
disolucion, siendo el agua el disolvente mas utilizado en este caso. La formacién de
complejos de inclusiéon se puede llevar a cabo en un sistema de co-solventes y en
presencia de cualquier disolvente no acuoso.

La inclusiéon en CDs puede cambiar las propiedades fisico-quimicas de la
molécula complejada (Schmid, 1989). Algunas de las propiedades que pueden ser

modificadas por efecto de la complejacién son: solubilidad acuosa de moléculas
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insolubles, estabilidad de las moléculas frente a los efectos de degradaciéon del
oxigeno, luz visible o ultravioleta y calor, volatilidad y sublimacién, aislamiento fisico
de los compuestos incompatibles, movilidad cromatografica, olores y sabores. En este
sentido, las CDs han sido aplicadas con éxito en diferentes campos: alimentacién
(Fujishima y col., 2001), farmacia (Bhardwaj y col., 2000), cosmética (Holland y col.,
1999), protecciéon del medio ambiente (Bhardwaj y col., 2000), bioconversién (Dufosse
y col., 1999), envasado e industria textil (Hedges, 1998).

La lista de moléculas susceptibles de ser encapsuladas en CDs es muy
variada e incluye compuestos de diferente naturaleza: hidrocarburos alifaticos de
cadena lineal o ramificada, aldehidos, cetonas, alcoholes, acidos organicos, acidos
grasos, compuestos aromaticos, gases y compuestos polares tales como halégenados,
oxidcidos y aminas (Schmid, 1989).

Mientras que la altura de la cavidad hidrofébica es la misma para los tres
tipos de CDs nativas, el nimero de unidades de glucosas de cada una de ellas
determina el didmetro interior de la cavidad y su volumen (Figura L.8.). En base a
estas dimensiones, las a-CDs pueden complejar moléculas de bajo peso molecular o
compuestos con cadenas laterales de hidrocarburos alifaticos; las B-CDs pueden
complejar moléculas aromaticas y heterociclos; y las y-CDs pueden acomodar

moléculas més grandes, tales como macrociclos y esteroides (Martin del Valle, 2004).

s .
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Figura 1.8. Didmetro externo e interno de las diferentes CDs.
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El equilibrio inicial para formar el complejo es muy rdpido (a menudo en
cuestiéon de minutos), sin embargo, el equilibrio final puede dilatarse méas en el
tiempo. Por otra parte, la disociaciéon del complejo de inclusién es un proceso
relativamente rapido, generalmente impulsado por un gran aumento en el niimero de
moléculas de agua en el medio ambiente circundante. En disoluciones poco
concentradas resulta dificil que la molécula huésped encuentre la CD, quedando libre

en el medio acuoso.

2.4.1. Equilibrio de los complejos de inclusién

El estudio de la estabilidad de los complejos de inclusién a través del calculo
de la constante que gobierna el equilibrio (constante de complejacién, Kc) es muy
importante. La mayoria de los métodos utilizados para determinar el valor de Kc, se
basan en los cambios producidos en las propiedades fisico-quimicas de la molécula
complejada: solubilidad en agua (Higuchi y Connors, 1965); absortividad molar UV-
VIS (Sigurdardottir y Loftsson, 1995; Hussain y col.,, 1993); oxidacién enzimatica
(Nufiez-Delicado y col., 1999); reactividad quimica (Loftsson, 1995; Mésson y col.,
1998); fluorescencia (Mufioz de la Pefia y col., 2007), resonancia magnética nuclear
(Harabagiu y col., 2004); pKa de grupos funcionales; cambios calorimétricos
(Uekama, 1979); descenso del punto de congelacién (Suzuki y col., 1993) y cambios
en los tiempos de retencién cromatogréfica (Lopez-Nicolas, y col., 2006).

El equilibrio dindmico de la formacién de complejos de inclusién puede ser

representado como:
S +CDs«—+=—-S —CDs

La constante de equilibrio o constante de complejacién (Kc) que determina la
estabilidad de los complejos formados puede ser descrita cuantitativamente mediante

la siguiente expresion:

S -CDs
“ sk eosk ¥

donde S-CDs representa la concentracién de sustrato complejado con CDs, mientras
que [CDs]. y [S] representan respectivamente la concentraciéon de CDs y sustrato
libre en el equilibrio. Cuanto mayor sea el valor numérico de Kc mads estable sera el
complejo formado. Este valor depende del pH del medio, de la temperatura, fuerza

i6nica del medio y del solvente en el que se encuentre.
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2.5. METODOS DE PREPARACION DE COMPLEJOS

2.5.1. Solucion dinamica

En forma cristalina, solo las moléculas que se encuentran en la superficie de
los cristales de CDs estan disponibles para la formacién de complejos. Sin embargo,
en disolucién, hay mas moléculas de CDs disponibles para este fin. Por otra parte, al
aumentar la temperatura del disolvente, aumenta tanto la solubilidad de la CDs como
la del analito, aumentando por tanto, la probabilidad de formar complejos. Por este
motivo, la complejacién se produce mas rdpidamente cuando CDs y analito estan en

disolucién o en forma de particulas finas dispersas.

2.5.1.1. Efecto de la temperatura

La temperatura ejerce mas de un efecto sobre la formacién de complejos con
CDs. Al calentar la disolucién puede aumentar la solubilidad del complejo, pero al
mismo tiempo, éste se puede desestabilizar, por lo que estos efectos deben estar en
equilibrio. La estabilidad térmica del complejo varia dependiendo del analito, pero la
mayoria de los complejos empiezan a desnaturalizarse a partir de 50-60 °C. Hay
algunos complejos que son estables a temperaturas mds altas, especialmente si el

analito estd fuertemente ligado o el complejo es muy insoluble.

2.5.1.2 Empleo de disolventes

El agua es el disolvente mds ampliamente utilizado para llevar a cabo la
formacion de complejos de inclusién. Cuanto mas solubles sean las CDs en el
disolvente, mas moléculas habra disponibles para la formacién de los complejos. El
analito debe ser capaz de desplazar al disolvente que ocupa la cavidad hidrofébica de
la CD, siendo el agua el més facil de desplazar.

No todos los analitos son facilmente solubles en agua, haciendo que la
complejacién sea muy lenta o, imposible en algunos casos. Por tanto, para conseguir
la formacion de complejos se puede utilizar disolventes organicos para solubilizar
previamente la molécula a complejar. El disolvente que se utilice debe de ser facil de

eliminar por evaporacién, por ejemplo etanol y éter dietilico.
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2.5.1.3. Efecto del agua

Cuando la cantidad de agua aumenta, también lo hace la solubilidad de CDs
y analito, de modo que la complejacién se produce con mayor facilidad. Sin embargo,
cuando la cantidad de agua es muy alta, las CDs y el analito pueden estar tan
diluidos que no se ponen en contacto con la misma facilidad que lo horfan en una
solucién més concentrada. Por lo tanto, es conveniente mantener la cantidad de agua
lo suficientemente baja para garantizar que la formacién de complejos se produce a
un ritmo adecuado.

Algunos compuestos de elevado peso molecular, como los aceites tienen una
tendencia a asociarse entre ellos para formar micelas en lugar de interactuar con CDs.
En tal caso, utiliza mds agua y una buena mezcla permite una mejor dispersion,

dando lugar a la separacién y aislamiento de las moléculas del aceite.

2.5.1.4. Analitos volitiles

Los analitos volatiles pueden sufrir mermas durante la formacién de
complejos, especialmente si se utiliza calor. Este inconveniente, se puede solventar
mediante el empleo de un reactor sellado o bien, aprovechando el reflujo de las

moléculas volatiles al volver al recipiente de mezcla.

2.5.2. Co-precipitaciéon

Las CDs se disuelven en agua caliente y el analito se afiade a la mezcla en
agitaciéon. La concentracién de B-CDs puede ser del 20% si el analito tolera
temperaturas altas. Si la concentracion que se elige de CDs es muy alta, la solubilidad
de los complejos disminuird a medida que avanza la reaccién y disminuye la
temperatura. En muchos casos, la solucién de CDs y analito se debe enfriar mientras
se agita para que se produzca la precipitacion de los complejos.

El precipitado se puede separar por decantacion, centrifugacion o filtracion y
se puede limpiar con una pequefia cantidad de agua o algtin otro solvente miscible,
como alcohol etilico, metanol o acetona. El lavado con disolventes organicos puede
perjudicar algunos complejos, por lo que se debe probar con anterioridad.

La principal desventaja de este método reside en la expansion masiva debido

a la baja solubilidad de las CDs, por lo que se deben utilizar grandes volimenes de
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agua. La capacidad del depésito, el tiempo y la energia para calentar y refrigerar las
muestras pueden convertirse en factores limitantes, debido al alto coste del proceso.
El tratamiento y eliminacién del agua tras recoger los complejos, también puede ser
motivo de preocupacion debido al coste de las operaciones y las posibles
repercusiones medioambientales. Esto se puede solucionar en muchos casos con el
reciclaje del agua (Loftsson y col., 1993; Pitha y col., 1992).

Los analitos ionizados suelen formar complejos més estables con las CDs que
sus respectivos no ionizados, por tanto, la complejacién de analitos basicos se puede
mejorar mediante la aplicacién de amoniaco a los medios acuosos de complejacion.
Por ejemplo, la solubilidad de pancratistatina con HP-B-CDs se optimizé tras la

adiccién de hidréxido de amonio (Torres-Labandeira y col., 1990).

2.5.3. Complejaciéon por método “slurry”

En este caso, no es necesario disolver las CDs por completo para formar los
complejos. La cantidad de CDs que se puede afiadir al agua alcanza concentraciones
en torno al 50-60% de sélidos solubles, que deben de estar en agitacién continua para
obtener una solucion acuosa saturada de CDs. La molécula huésped es complejada
por las CDs en solucién y, cuando el complejo satura la fase acuosa, cristaliza o
precipita pudiendo recoger los precipitados como se describe en el método de co-
precipitacion.

El tiempo requerido para que se produzca la formacién de los complejos es
variable y depende del analito que se quiera complejar, por lo que deben realizarse
ensayos para determinar el tiempo que se necesita para que se formen los complejos.

En general, este tipo de complejacién se realiza a temperatura ambiente.

2.5.4. Complejacion en pasta

En este método se afiade una pequefia cantidad de agua para formar una
pasta con CDs. La mezcla se realiza en un mortero o bien una amasadora cuando se
quiere trabajara a gran escala. El tiempo de formacién de los complejos depende del
analito a complejar.

El complejo resultante se puede secar directamente o lavarse con una

pequeiia cantidad de agua y recoger los complejos por filtracién o centrifugacion. A
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veces se seca formando una masa dura en lugar de un polvo fino. Esto depende del
analito y de la cantidad de agua utilizada en la pasta. En general, la masa dura se

puede secar completamente y se muele para obtener los complejos en forma de polvo.

2.5.5. Mezcla humeda y calefaccion

En este método se afiade poco o nada de agua. La cantidad de agua para
hidratar las CDs y el analito puede variar entre un 20-25% o también se puede hacer
totalmente en seco. El analito y las CDs se mezclan bien y se colocan en un recipiente
cerrado. Este recipiente, cerrado herméticamente, se calienta a unos 100 °C y luego se
secan los complejos. La cantidad de agua afadida, el grado de mezcla y el tiempo de

calentamiento deben ser optimizados previamente para cada analito.

2.5.6. Método de extrusion

La extrusion es un método que combina el mezclado y el calentamiento. CDs,
analito y agua pueden ser mezclados antes de ser introducidos en la extrusora. El
grado de mezcla, la cantidad de calentamiento y el tiempo, son variables que so
puede ser controlados en el panel situado en el barril de la extrusora. Dependiendo
de la cantidad de agua, los complejos de extrusién pueden ser secados a medida que
se enfrian o bien, pueden secarse en un horno.

El método de extrusion tiene la ventaja de ser un proceso continuo y utiliza
rmuy poca agua. Uno de los problemas que presenta este método es debido al calor

generado, ya que puede afectar al analito que se va a complejar.

2.5.7. Mezcla en seco

Algunos analitos pueden ser complejados simplemente al mezclarlos con las
CDs. Esto se suele dar con aceites o analitos liquidos. La cantidad que se puede
mezclar o el tiempo que se necesita varia dependiendo del analito. En general, este
método se realiza a temperatura ambiente. Su principal ventaja es que no es necesario
agregar agua, a menos que se utilice una etapa de lavado. Entre sus desventajas

destaca el riesgo de aglomeracion al trabajar a gran escala dando lugar a que la



50 CARMEN LUCAS ABELLAN

mezcla entre el analito y las CDs no sea homogénea, provocando que la formacién de

los complejos no sea completa.

2.6. METODOS DE SECADO DE LOS COMPLEJOS FORMADOS

Los complejos pueden secarse en un horno, un secador de lecho fluido u
otros tipos de secadores. Hay que tener especial cuidado con los complejos durante el

proceso de secado para que la temperatura no afecte al analito.

2.6.1. Analitos altamente volatiles

Para secar complejos de analitos con una temperatura de ebullicién inferior a

100 °C, se deben utilizar temperaturas bajas para evitar pérdidas de analito.

2.6.2. Secado por atomizacion

Los complejos también pueden ser secados por aspersién. La precipitacion
debe de ser controlada con el fin de evitar que las particulas que son demasiado
grandes bloqueen el dispositivo de vaporizacién o la boquilla. Cuando los analitos
son volatiles, algunas condiciones por secado de atomizaciéon deben de ser
modificadas con el fin de minimizar en lo més posible las posibles pérdidas. El secado
por atomizaciéon no es viable para el secado de compuestos altamente volatiles o

sensibles al calor.

2.6.3. Secado a baja temperatura

Se puede utilizar un liofilizador para secar los complejos. La baja temperatura
reduce mucho la pérdida de analitos volatiles. El secado por congelacién es muy ttil
para analitos sensibles al calor y para complejos solubles como son los

hidroxipropilados.
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2.7. LIBERACION

Una vez que los complejos estdn formados y han sido secados, son muy
estables, alargando la vida del analito a temperatura ambiente y en condiciones de
baja humedad.

Cuando los complejos se disuelven en agua se produce la liberacion
controlada de analito. En primer lugar se disuelve el complejo y seguidamente se
libera analito hasta su limite de solubilidad en agua, ocupando las moléculas de agua
su lugar en la cavidad interna de las CDs y estableciéndose un equilibrio entre analito
libre y complejado.

Cuando los complejos estan formados por diferentes analitos no se van a
liberar al medio en la misma proporcién, ya que cada uno de ellos tiene diferente

limite de solubilidad en agua y siempre se tiene que cumplir un equilibrio.

2.8. METODOS PARA LA DETECCION DE LA FORMACION DE LOS COMPLEJOS DE
INCLUSION CON CDs

La formacién de complejos de inclusién puede detectarse por métodos
muy diversos, gracias a las modificaciones que se producen en las propiedades
de la molécula complejada. Estas modificaciones pueden ser fisicas (solubilidad,
tensién superficial); quimicas (reactividad, variaciones en el valor de las
constantes de ionizacién acido-base) o espectroscépicas, tanto modificaciones
cualitativas (posicién de los maximos) como cuantitativas (variaciones en el
coeficiente de absorcién molar o en la intensidad de fluorescencia) de los
parametros espectrales. Los métodos espectroscépicos son los mas adecuados
para la deteccion de estos complejos en disolucion, teniendo en cuenta que la

naturaleza de las fuerzas implicadas en su formacién son débiles (Martin, 1985).

2.8.1. Métodos de deteccion de complejos sélidos

2.8.1.1. Difraccion de rayos-x

Constituye la metodologia més apropiada para realizar el analisis de la
estructura cristalina del complejo (Saenger, 1984). Estas técnicas no son titiles en

andlisis de rutina, debido a las dificultades que entrafia la preparacién de la
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muestra y a la infraestructura necesaria para realizar los anélisis. No obstante,
los diagramas de difraccién son una prueba concluyente para demostrar la
inclusién, ya que el difractograma del complejo es diferente al que se obtiene
tras superponer los difractogramas de la molécula encapsulada y el de las CDs

aisladas.

2.8.1.2. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

La espectroscopia de RMN de 13C aplicada a sélidos, es una técnica que
permite el estudio de las propiedades dinamicas de los complejos de inclusién
en estado sélido (Saitd y col., 1982), a diferencia de la difractometria de rayos-X
que suministra informacién de las propiedades estaticas. Las variaciones en el
valor del desplazamiento quimico para los dtomos C; y Cs de la CDs se
relacionan con los cambios de conformacion que se producen debido a la

formacién de complejos de inclusion (Inane y col., 1986).

2.8.1.3. Espectroscopia de absorcion infrarroja

En el espectro de absorcion (IR), se pueden apreciar desplazamientos de
aproximadamente 40 cm en las bandas de absorcion de las moléculas
huéspedes, tras la formacién del complejo de inclusién. Por ejemplo, las bandas
de tensién correspondientes a la absorcion del carbonilo y a los -OH, se
desplazan debido a que en la formacién de complejos de inclusién se rompen
los puentes de hidrégeno intermoleculares, y las moléculas quedan aisladas en
el interior de la cavidad. Estos hechos se han demostrado para el acido,
benzoico y el dcido salicilico (Nakai y col., 1980). No obstante, la espectroscopia
IR no constituye una prueba concluyente en si misma ya que muchas de las
alteraciones espectrales quedan enmascaradas por el espectro de absorciéon IR
de las CDs.

2.8.1.4. Espectroscopia Raman

Esta técnica es complementaria del IR y la informacién que aporta es
semejante. Las bandas se desplazan y se modifican como consecuencia del
proceso de inclusion. Probablemente, la espectroscopia Raman resulta de

mayor utilidad en el caso de complejos en medios liquidos, donde la presencia
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de soluciones acuosas no supone un obstdculo, como ocurre en el caso de la

espectroscopia IR (Rao y col., 2006).

2.8.1.5. Métodos térmicos

Las distintas técnicas que se engloban bajo el nombre de métodos
térmicos son muy apropiadas para la investigacién de complejos de inclusién
en estado sélido, o bien de complejos formados en medios liquidos pero
aislados y cristalizados para hacer posible su estudio. Los métodos térmicos
mas utilizados son: calorimetria diferencial de barrido (DSC), anélisis térmico
diferencial (DTA), termogravimetria (TG) y termogravimetria diferencial
(OTGL).

Cuando se produce la inclusién en la CD, el punto de fusién o ebullicién
de la molécula encapsulada se desplaza a temperaturas mas elevadas, pudiendo
desaparecer o bien, quedar enmascarado en torno a la temperatura de
descomposicién de las CDs (300 °C). Este desplazamiento implica una mejora en
las caracteristicas de estabilidad de numerosos principios activos, especialmente

en el caso de aceites y liquidos volatiles (Uekama, 1979).

2.8.2. Métodos de deteccion de complejos en solucién

La mayoria de los métodos permiten la caracterizaciéon del complejo
mediante el célculo de su estequiometria y sus constantes de asociaciéon. En
general puede hablarse de estequiometria 1:1 para la mayoria de los complejos
con CDs. Sin embargo, si la molécula huésped es demasiado grande para el
tamafio de la cavidad, pueden producirse asociaciones de dos moléculas de CDs
por cada molécula huésped. Si por el contrario la cavidad es lo suficientemente
grande como para alojar a dos moléculas huésped, la estequiometria
anteriormente citada se invierte. El cdlculo de la constante de asociacién que
define la estabilidad del complejo, puede llevarse a cabo en virtud de la
variacién de alguna de las propiedades fisicas o quimicas de la molécula
huésped al producirse la inclusiéon. Esta variacién puede relacionarse con la

concentraciéon de CDs, lo que permite el calculo de la constante de estabilidad.
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2.8.2.1. Método de variacion de la solubilidad

Debido a que las moléculas quedan "envueltas" por las CDs que son
hidrosolubles, se puede observar un incremento notable en la solubilidad de
compuestos débilmente hidrosolubles. Aunque por regla general, el complejo es
menos hidrosoluble que la CD sola, la solubilidad en agua de las moléculas
hidrofébicas se ve siempre notablemente mejorada y puede incrementarse
desde un 10%, en el peor de casos, hasta un 300% para los complejos mas
hidrosolubles (Lath, 1964).

La elaboracién de diagramas de fases sirve para calcular la Kc y consiste en la
saturacion de analito de disoluciones acuosas con concentraciones crecientes de CDs.
Estas disoluciones se mantienen a temperatura constante, hasta alcanzar el equilibrio
y posteriormente son filtradas para eliminar el analito no disuelto. Se cuantifica la
cantidad de analito presente en el filtrado de cada disolucién y se representa frente a
la concentracién de CDs usada en cada caso (Higuchi y Connors, 1965) (Figura 1.9.).

Se han descrito diferentes tipos de diagramas de fases (Higuchi y Connors,
1965), que se pueden agrupar en dos categorias, tipo A y tipo B, que a su vez se
dividiran en otros subgrupos. En general, en los diagramas tipo A, el complejo
formado tiene un limite de solubilidad muy alto y no precipita, mientras que los de
tipo B describen la formacién de un complejo poco soluble que precipita en las
condiciones del experimento. Los diagramas tipo B se subdividen en dos grupos: tipo
Bs, que indica la presencia de complejos con una solubilidad limitada y tipo By, que
indica la presencia de complejos totalmente insolubles. Los diagramas tipo A se
subdividen en tres grupos: tipo A, la solubilidad del complejo aumenta de forma
lineal conforme aumenta la concentracién de CDs, tipo Ap, isoterma de desviacién
positiva y tipo A isoterma de desviacion negativa (Figura I.9.).

Los diagramas de tipo ApL son de primer orden con respecto a la
concentracién de CDs (L) y pueden ser de primer orden o superior con respecto a la
concentracién de analito (S); por ejemplo: SL, S;L, SsL, ..., SwL. Si la pendiente del
sistema tipo AL es mayor que uno, indica que los complejos son de orden superior a
uno para el analito. Una pendiente menor de uno no excluye necesariamente los
complejos de orden superior, sino que se supone que los complejos son 1:1, en
ausencia de otra informacién. El tipo Ap sugiere la formacion de complejos de orden

superior a uno respecto a las CDs, es decir, SLy, SLs, ..., SLn. La estequiometria del
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tipo Ap se puede calcular al ajustar las curvas. Los diagramas de tipo A son sistemas

dificiles de interpretar.

ﬁ\

Analito disuelto
M)

>

Concentracion ciclodextrinas (M)

Figura 1.9. Tipos de diagramas de fases con CDs.

A menudo, las B-CDs, suelen presentar diagramas de fase tipo B, forman
complejos insolubles, mientras que las CDs modificadas presentan diagramas de
fases tipo A, ya que forman complejos altamente solubles.

Estos sistemas de diagrama de fases, no solo permiten una evaluacién
cualitativa de los complejos de inclusién, sino que también permiten calcular la Kc.
Para complejos con estequiometria 1:1, la solubilidad del complejo se puede

representar como:

S, =S, +[S-CD] )

donde Sy es la solubilidad acuosa del analito en el medio de complejacion. En este

caso, la Kc puede ser calculada mediante la siguiente ecuacion:

_ Pendiente
¥ S, (1- Pendiente)

3)
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donde la pendiente de la recta siempre sera menor que la unidad.

La Kc para la formacién de complejos [SwmLn] puede ser representada por:
[Sk =S, +m[s, - L,] X

[L} =[L] +n[su, -L,] 5)

Por otro lado, los valores de [SmLa], [Su] y [L] pueden ser obtenidos con las siguientes

ecuaciones:

[S]: So (6)

[S ]t — S0 (7)

s,,] =0

[L]=[L]) = n[s,L,] (8)

donde Sy es el producto de solubilidad de Su (en ausencia de CDs), [Si] es la
concentracién total de Su (complejado y no complejado) y [L]; es la concentracién

total de CDs.

2.8.2.2. Métodos cinéticos

Las CDs aceleran determinadas reacciones gracias a un efecto catalitico
(Breslow y col., 1980; Sojo y col., 1999), aunque a veces pueden ralentizarlas al
proteger a los sustratos de especies reactivas externas tales como oxigeno
(Uekama y col 1983; Ntfez-Delicado y col., 1999; Lucas-Abellan y col., 2008a) y luz
ambiental (Uekama y col., 1978), debido a la formacién de complejos de
inclusién. En resumen, podemos decir que modifican la constante de velocidad
de reaccion.

Si representamos el proceso de inclusién y de reaccién de acuerdo con el

siguiente esquema:
S+CDs - S-CDs —» P+CDs

el incremento o el descenso de la velocidad de reaccién, serd indicativo de la

formacién del complejo de inclusién. Aplicando una metodologia anédloga a la
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de la cinética de Michaelis-Menten, puede calcularse la constante de formacién
del complejo Kc. Este valor puede determinarse igualmente mediante las
representaciones graficas de Lineweaver-Burk. Los métodos cinéticos permiten
el calculo de las constantes de formacién del complejo en el caso de moléculas
quimicamente labiles a las que no se les pueden aplicar otras metodologias
(Uekama y col., 1978).

2.8.2.3. Métodos instrumentales

Con el rapido y creciente desarrollo que las técnicas instrumentales han
experimentado en los dltimos afios, constituyen la metodologia mas utilizada
para la detecciéon de complejos de inclusién asi como para el célculo de las
constantes de asociacién de los mismos, abarcando desde las mds versatiles y
mas utilizadas, como la espectroscopia de absorcion UV-VIS, hasta las mas

sofisticadas como la de resonancia magnética nuclear.

2.8.2.3.1. Espectroscopia de absorciéon UV-VIS

Constituye, junto con el dicroismo circular (DC), una de las técnicas
instrumentales més utilizadas en la deteccién de complejos de inclusién con
CDs. Su utilidad reside en el hecho de que es una técnica versatil, de muy
sencillo manejo, al tiempo que precisa, por lo que proporciona datos de gran
fiabilidad en el calculo de la K. Es una técnica de amplia aplicacién ya que la
mayoria de las moléculas organicas absorben en la regién UV o visible del
espectro, experimentando variaciones en las posiciones de los maximos de
absorcién (cualitativas) o en el valor del coeficiente de absorciéon molar
(cuantitativas), tras la formaciéon del complejo con CDs. Asimismo, ha de
considerarse que numerosas moléculas orgéanicas son débilmente solubles en
agua, por lo cual, al no dar lugar a soluciones homogéneas, son dificilmente
analizables por esta espectrofotometria. Sin embargo, la inclusién conlleva la
solubilizacién, lo cual permite obtener el espectro de absorciéon en solucién
acuosa, pudiéndose producir variaciones en su espectro comparables a las que
se observarian al disolver la molécula en solventes de baja polaridad, con

respecto a otros solventes més polares (Basan, 2001).
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Debido a la formaciéon del complejo, los desplazamientos de los
maximos de absorcién son semejantes a los observados al transferir la molécula
de un solvente de mayor polaridad, a otro de menor polaridad y pueden
explicarse por la proteccién parcial que proporciona la cavidad de la CD a los

electrones excitables.

2.8.2.3.2. Espectroscopia de luminiscencia

Las espectroscopias de luminiscencia molecular, en sus vertientes de
fluorimetria y fosforimetria (Benesi y Hildebrand, 1949; Scatchard, 1949), son
técnicas de gran utilidad en el estudio de los complejos de inclusién,
fundamentalmente debido a su extrema sensibilidad. Esta caracteristica, las
hace apropiadas para estudiar los cambios conformacionales que se producen
en las moléculas al pasar del estado fundamental al excitado, asi como para
profundizar en la geometria de los complejos de inclusién.

La deteccién del complejo puede establecerse en funcién de los cambios
espectrales observados, tanto en el espectro de excitacion como en el de
emisién, en la mejora o incremento de la intensidad de la luminiscencia, el
rendimiento cuéntico, las variaciones en los tiempos de vida de los estados
excitados, la imposibilidad o mejora en los procesos de formacion de
excimeros, asi como por las modificaciones cuantitativas acaecidas en los
procesos de amortiguacién de fluorescencia y transferencia de energia.

Si bien el empleo de CDs ha permitido observar fosforescencia a
temperatura ambiente, lo cual conlleva un cambio cualitativo o cuantitativo
muy importante (Hurtubise, 1990), la espectrofluorimetria se utiliza con mayor
frecuencia en la deteccién de complejos de inclusién debido a su sensibilidad y
mayor versatilidad, por lo que en general hablaremos de mejora en la
fluorescencia y de determinaciones espectrofluorimétricas, mas que de

espectrofosforimetria.

2.8.2.3.3. Dicroismo circular

El dicroismo circular permite la detecciéon de complejos de inclusién con
CDs en solucién acuosa. La formaciéon de complejos de inclusién induce actividad

optica en compuestos que no la poseen, debido al proceso de inclusién en si y a
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los cambios conformacionales que se producen en la cavidad de la CD. El signo
de la actividad rotatoria o efecto Cotton inducido, depende de la relacién espacial
entre el centro de simetria y el croméforo perturbado. La intensidad del efecto

depende de la rigidez del complejo formado.

2.8.2.3.4. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), proporciona
informacién muy valiosa acerca de la formacién de complejos de inclusiéon con
CDs, debido a que el estudio de los espectros de RMN permite esclarecer las
relaciones geométricas y la disposiciéon de la molécula huésped en el interior de
la cavidad de las CDs, asi como las caracteristicas dindmicas de los complejos en
solucién acuosa, a partir de las variaciones en el valor del desplazamiento
quimico y de las constantes de acoplamiento (Harabagiu y col., 2004).

Aunque se pueden realizar distintos tipos de RMN, los mas difundidos
son de °N, 'H y 3C. La 'H-RMN permite la obtencion de espectros en solucién
acuosa deuterada. Puesto que la mayoria de los complejos con CDs se estudian
en agua, es la més aplicada. Sin embargo, por regla general, los complejos con
CDs presentan una solubilidad en DO muy baja, lo que dificulta la obtencién
de los mismos al tener que trabajar a bajas concentraciones de CDs. Por el
contrario, la C-RMN permite la obtencion de los espectros en agua donde la
solubilidad es mayor, pero dado que es menos sensible, necesitan emplearse
concentraciones mas elevadas de CDs y complejo.

El empleo de otros disolventes organicos deuterados puede alterar y
descomponer el complejo. E1 DMSO o el dioxano, parecen ser los maés
apropiados debido a su elevada polaridad, a la vez que contribuyen a mantener
la estabilidad del complejo.

La deteccién de complejos de inclusién mediante esta técnica, se basa en
las variaciones en el valor del desplazamiento quimico de los protones (5) de las

CDs o de la molécula complejada.

2.8.2.3.5. Espectroscopia de resonancia de espin electrénico

Esta técnica resulta de gran utilidad para el estudio de las propiedades

de un gran ntimero de complejos en solucién. Sin embargo, presenta el
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inconveniente de que las moléculas que se estudian deben ser paramagnéticas
(generalmente radicales libres) o bien hallarse marcadas con "marcadores de
espin". No obstante, puesto que las CDs tienen una gran utilidad en catalisis, se
han utilizado para detectar la presencia de ciertos radicales libres que se forman
en el curso de estas reacciones. Las constantes de acoplamiento son muy
sensibles a los cambios en la polaridad del entorno, por lo que su variacién
puede utilizarse igualmente para detectar el proceso de inclusién (Karoui y
Tordo, 2004).

2.8.2.3.6. Métodos voltamétricos

Los métodos voltamétricos son titiles para verificar la inclusién de
sustancias electroactivas en el interior de la cavidad de las CDs, ya que la
formacién de complejos conlleva la modificacién de los potenciales redox de

los sustratos que se van a incluir (Olea-Azar y col., 2008).

2.8.2.3.7. Conductimetria

La formacién de complejos de inclusién de moléculas ionizables puede
estudiarse por conductimetria ya que la conductancia equivalente de las
moléculas huésped disminuye con la complejacién, debido al incremento en el
didmetro del anién. De esta forma se han podido calcular las constantes de
estabilidad de los complejos de iones de gran tamafio, como el dodecil sulfato

sédico (SDS) y el bromuro de trimetilcetilamonio con CDs (Trayler, 1988).

2.8.2.3.8. Cromatografia

La formacién de complejos de inclusién con CDs solubles en la fase mévil
que se emplea en un proceso de separacion cromatogréfica, altera los valores del
tiempo de retencién. Asi pues, cuando en cromatografia liquida se afiaden CDs a
la fase moévil, los tiempos de retencién se acortan, dependiendo del valor de la
constante de asociacién del complejo (Hioki, 1977). En consecuencia, estudiando
la variacién en el valor del tiempo de retencién con respecto a la concentracién de
CDs puede calcularse el valor de la Kc de los complejos (Barr y Spach, 1978;
Uekama y col., 1978). La modificacién de estos pardmetros cromatograficos se ha

empleado con fines analiticos (Mufioz de la Pefia y col., 1991)
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2.9. APLICACIONES DE LAS CDs

Cada molécula de analito es complejada por una molécula de CDs
produciendo una microencapsulacién desde el punto de vista microscépico. Esto
puede producir cambios en las propiedades quimicas y fisicas de la molécula
huésped, como pueden ser:

e Estabilizacién de moléculas sensibles a la oxidacién en presencia de
oxigeno y luz.

e Modificacién de la reactividad quimica.

¢ Fijacion de moléculas altamente volatiles.

e Aumento de la solubilidad.

e Transformacién de sustancias liquidas en polvo.

e Proteccién frente a la degradacién por microorganismos.

e Enmascaramiento de malos olores y sabores.

e Enmascaramiento de pigmentos o colores.

Estas caracteristicas de las CDs, hacen que sean adecuadas para su aplicacién
en diferentes campos como: quimica analitica, agricultura, farmacia, industria

alimentaria y cosmética (Singh y col., 2002).

2.9.1. Cosmética y aseo personal

Las CDs se utilizan en la preparacion de cosméticos y fragancias,
principalmente para la proteccién de aromas en la fabricaciéon de ambientadores y
detergentes. En este sector, el empleo de CDs estd ampliamente extendido, ya que
estabilizan los compuestos de interés, permiten el control de olores desagradables y
mejoran la conversién de un ingrediente liquido en sélido. Estas aplicaciones se estan
llevando a cabo en pastas de dientes, cremas sélidas y liquidas para la piel,
suavizantes para la ropa, toallitas de papel, tejidos y desodorantes, proteccién de
aromas y sabores en barras de labios, aumento de la solubilidad de sustancias en
agua y una mayor estabilidad térmica de los aceites.

Las CDs interaccionan con los compuestos volatiles creando una barrera
energética para vencer la volatilizacién, produciendo fragancias de larga duracién
(Prasad y col., 1999). En la preparaciéon de productos de bafio, las CDs regulan la

salida de la fragancia al formar complejos de inclusién con éstas y con fosfato de
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calcio (Tatsuya, 1999). En 1999 Holland y col. prepararon composiciones (en
cosmética) que contenian CDs para prolongar la duracién de la fragancia, pero las
CDs también se utilizan para secuestrar y asi reducir los olores corporales (Trinh y
col., 1999).

El uso de CDs como agentes complejantes en la elaboracién de polvos de
talco, se realiza con el fin de estabilizar las fragancias reduciendo las mermas por
evaporacion u oxidacién, mejorando también la eficacia antimicrobiana (Hedges,
1998).

El polvo seco de CDs, con un tamafio de particula inferior a 12 mm, se utiliza
para el control de olores en pafiales, productos menstruales, toallitas de papel y
preparaciones para el cuidado del cabello con el fin de proteger los mercaheptanos
volatiles. Las HP-B-CDs son el tipo de CDs que proporcionan una mayor proteccién
antimicrobiana (Woo y col., 1999).

Las CDs también se utilizan en detergentes de lavavajillas y de ropa para
enmascarar los olores en el punto de lavado (Foley y col., 2000; Angell y France,
2001).

Las CDs se han empleado en pasta de dientes a base de silice para aumentar
casi tres veces la disponibilidad de triclosdn (agentes antimicrobiano) (Loftsso y col.,
1999). También se utilizan en la preparacién de lociones de proteccién solar en una
proporcioén 1:1 (pantalla solar/HP-B-CDs). De forma similar las CDs se utilizan en los
autobronceadores y cremas para estabilizar la emulsién y mejorar su aplicacién, de
tal forma que mejora el bronceado haciéndolo més natural que los tintes amarillos o
rojizos fruto del empleo de lo productos tradicionales a base de dihidroxicetona

tradicional (Scalia y col., 1999).

2.9.2. Industria alimentaria

En la industria alimentaria, las CDs se han utilizado como agentes
complejantes de vitaminas, colorantes alimentarios y aromas (Loftsson y Brewster,
1996; Buschmann y Schollmayer, 2002; Szejtli, 1998). También se han usado para la
protecciéon del flavor en los alimentos durante el procesado y almacenamiento. Las
CDs forman complejos de inclusién con grasas, flavores y aditivos alimentarios,
protegiéndolos de su degradacién u oxidacién. Los flavores pueden ser volatiles,

aceites o liquidos y su complejacion con CDs constituye una alternativa a la
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tecnologia convencional de encapsulaciéon usada para la proteccion de flavores
(Reineccius y col., 2002, 2003, 2005; Reineccius y Risch, 1986). Las CDs también se han
utilizado para retener compuestos en determinados procesos industriales, por
ejemplo para eliminar colesterol en leches, mantequilla o huevos (Kwak y col., 2004;

Jung y col., 2008).

2.9.2.1. CDs como agentes atrapadores de flavores.

La formacién de complejos de inclusion con sabores, ofrece una proteccion
efectiva de cada uno de los sabores que hay en un alimento. Esta encapsulaciéon
molecular, inhibe o excluye las interacciones moleculares entre los diferentes

componentes naturales o sintéticos que dan sabor a los alimentos.

2.9.2.2. CDs como agentes protectores frente a la oxidacién por oxigeno

Hay sabores o ingredientes alimentarios sensibles al oxigeno (acidos grasos
no saturados, colorantes, etc.) que al ser complejados con CDs, mejoran su estabilidad
quimica. Este efecto fue descrito en 1987 por Szente y Szejtli, que midieron el
consumo de O, para registrar su efecto sobre ingredientes libres o complejados. Los
resultados de estos experimentos y otros posteriores mostraron que la complejacién
con CDs impide casi totalmente las alteraciones quimicas del sabor debidas a la
presencia de oxigeno, incluso cuando se almacena el alimento en atmdsferas de

oxigeno puro (Szente y Szejtli 1987, 2004).

2.9.2.3. CDs como agentes protectores frente a la luz

Numerosos componentes de los alimentos son sensibles a la luz, como es el
caso del citral (componente responsable del olor a citricos frescos). Este compuesto,
en presencia de luz UV se transforma en fotocitral A y fotocitral B. Estos dos
metabolitos le confieren al alimento un aroma y sabor no deseados. Cuando el citral
es complejado con B-CDs, no se observan productos de descomposiciéon en las 6
primeras horas de exposicién del alimento a la luz (Szejtli y col 1979). Resultados
similares se obtuvieron al complejar el cinamaldehido con B-CDs, estabilizdndolo
frente a la luz UV (Szente y Szejtli 1987, 2004).
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2.9.2.4. CDs como agentes protectores frente a la temperatura

Los complejos formados con sabores volatiles o aceites esenciales, en estado
solido, poseen una notable resistencia al calor, de hecho al comparar con las
formulaciones tradicionales, la retencién de dicho sabor en el alimento mejora
mediante el empleo de CDs. Este hecho, se ha puesto de manifiesto en diferentes
trabajos, demostrando que la complejaciéon de aceites esenciales naturales con CDs
ejerce un efecto protector frente a la evaporacion, evitando que se volatilicen durante

el procesado del alimento (Szente y Szejtli 1987, 2004).

2.9.2.5. CDs para mejorar la vida 1itil de los alimentos

Segtiin las afirmaciones anteriores, bajo condiciones no extremas de
temperatura y humedad relativa (25°C y 60%), cabe esperar que durante el
almacenamiento se alargue la vida media de los sabores complejados con CDs en los
alimentos (Szente y Szejtli 1987, 2004).

En un estudio llevado a cabo con doce sabores diferentes (naturales y
sintéticos) complejados en B-CDs y almacenados en condiciones no extremas de
temperatura y humedad relativa durante 14 afios, se demostro, tras analizar cada afio
las muestras por cromatografia de gases, que la encapsulacion molecular de dichos
compuestos concentrados con CDs, mejorando notablemente su estabilidad durante
el almacenamiento a largo plazo (Szente y Szejtli 1987, 2004). El poder de
conservacién de las B-CDs depende de la estructura, polaridad y geometria del sabor
encapsulado, mostrando una protecciéon maés eficaz con terpenoides y propanoides

que con sabores de estructura fendlica.

2.9.2.6. Aplicaciones de las CDs vacias

Las CDs pueden ser utilizadas para estabilizar emulsiones de aceite en agua,
como mayonesa y aderezos de ensaladas. Los colorantes naturales de salsa de tomate
pueden ser estabilizados mediante la adiciéon de 0,2% de B-CDs, no alterandose el
color al elevar la temperatura a 100 °C durante 2 h (Kawashima, 1980). En productos
carnicos transformados, las CDs mejoran la retencion de agua y la textura del
alimento (Ota y Takeda, 1981).

También pueden ser utilizadas para prevenir el pardeamiento en alimentos

minimamente procesados. (Nufiez-Delicado y col., 2005).
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La gelatinizaciéon es una caracteristica importante de almidones y los
alimentos que lo contengan, como las harinas. La presencia de B-CDs modifica
considerablemente la gelatinizacién de la harina de trigo (Kim y Hill, 1984). La
presencia del 1,5% de B-CDs aumenta el poder de hinchamiento y la solubilidad de
los granulos de almidén de trigo y especialmente la lixiviacién de la fracciéon de
amilosa, aumentando en un factor de 4, la viscosidad de estas pastas. Esto puede ser
debido a que las CDs desestabilizan los complejos almidén-lipidos, ya que al utilizar
harinas deslipidadas el efecto de las CDs se vi6 sensiblemente reducido.

Las CDs también se pueden utilizar para enmascarar sabores no deseados. Es
importante tener en cuenta que la cantidad de compuesto complejado que se libera al
medio acuoso en una disolucién, depende de diferentes factores, como la
temperatura, la constante de comlejacion y las concentraciones relativas de ambos
componentes. En disoluciones concentradas y a baja temperatura, el equilibrio se
desplaza hacia la complejacién, mientras que en disoluciones mas diluidas y a mayor
temperatura, el equilibrio se desplaza hacia la liberacién del compuesto encapsulado.
Por este motivo, cuando los complejos flavor-CDs entran en contacto con las papilas
gustativas en el interior de la boca, se comportan como una disolucién diluida a 37
°C, liberan de facilmente su sabor y aroma. Para intentar eliminar los compuestos
fenodlicos responsables del sabor amargo del café y el té, que se forman debido a las
altas temperaturas alcanzadas en los procesos de elaboracién de dichos alimentos (90
°C durante varias horas), se adicionaron B-CD al 0,1 % a dichas bebidas, obteniéndose
resultados favorables cuando se evaluaron mediante andlisis sensorial (Yu, 1988),
resultados que no se han podido reproducir posteriormente. Sin embargo, trabajando
a temperaturas menores y a mayor concentracién de CDs si se pueden enmascarar
sabores y olores desagradables por complejacion (Szente y Szejtli 1987, 2004).

El hidrolizado de caseinas de leche es un extracto proteico facilmente
digerible, pero tiene un desagradable sabor amargo que limita su uso. Mediante la
adiccién del 10 % de B-CDs, el sabor amargo puede ser enmascarados (Specht y col.,
1981), ampliando asi el uso alimentario que se le puede dar a dichas proteinas. De
forma similar se puede eliminar el sabor amargo del extracto de ginseng, ya que el
propilenglicol puede ser eliminado usando B-CDs (Akiyama y Miyao, 1979).

Los olores caracteristicos de cordero y pescado, de harinas de hueso (usado
como suplemento de calcio en los forrajes de los animales) o de solucién de caseinato

de sodio, pueden ser eliminados mediante el uso de CDs. También se pueden obtener
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productos derivados de soja (lecitina de soja), libres de olor a grasa y sabor
astringente, para uso en alimentacién (Hatae y Nakajima, 1986).

El sabor amargo de zumos de uva o mandarina también disminuye
sensiblemente al anadir el 0,3 % de B-CDs antes del tratamiento térmico. Esto es
debido a que naringina y limonina (compuestos responsables del sabor amargo)
forman complejos estables con B-CDs, lo que reduce el amargor del zumo (Shaw y
Wilson, 1983).

Las CDs también se pueden utilizar para secuestrar determinados
componentes de los alimentos. En el caso de la elaboraciéon de café soluble, la
extraccion acuosa del café tostado en presencia de CDs, para su posterior secado por
spray-drying o freeze-drying, genera un café soluble que conserva mejor los
compuestos volatiles exibiendo un mejor aroma que el elaborado en ausencia de CDs
(Wagner y col., 1988). También se ha probado el uso de CDs para eliminar la cafeina
del café, pero no es un proceso muy efectivo (elimina 4-26%), comparado con el uso
de carbén vegetal que consigue eliminar el 77%. Sin embargo, el empleo de polimeros
de B-CDs si es efectivo para eliminar el acido clorogénico (70%, casi como el carbén
vegetal que elimina el 71%) (Ujhazy y Szejtli, 1989).

También se han utilizado las B-CDs para elaborar mantequilla baja en
colesterol, que se comercializada en Bélgica, con el nombre de Balade™, desde 1992
(Comini y Mentink, 1991). Para conseguirlo, se mezcla la mantequilla con B-CDs, que
forman complejos estables con el colesterol, siendo facilmente extraibles en la fusién
de la mantequilla. Esta técnica de eliminacién del colesterol también ha sido aplicada
con éxito en la leche a emplear posteriormente en la elaboracién de mantequilla,
consiguiendo eliminar més del 90 % del colesterol de forma sencilla. Tras este
tratamiento la mantequilla fabricada no contiene CDs. Con esta tecnologia también se
han elavorado quesos, cremas e incluso huevos bajos en colesterol (Szente y Szejtli
1987, 2004).

2.9.2.7. Aplicaciones especiales de las CDs en alimentos

Una de las aplicaciones més interesantes y desafiantes de las CDs es su uso en
envases activos. Las CDs vacias o los complejos CDs-agente antimicrobiano y
antioxidante incorporados en las peliculas de plasticos para el envasado de alimentos,

reduce eficazmente la pérdidas de sustancias aromadticas y alargan la vida dtil del
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producto. Asi, se ha descrito que la adiccién a pasta de pescado al 0,1 % de complejos
yodo-CDs inhibe la putrefaccién durante dos meses a 20 °C (Hara y Hashimoto,
2002). También se ha comprobado que la incorporaciéon de complejos CDs-fungicida a
films utilizados para el envasado de quesos, inhiben el crecimiento rapido de hongos

en la superficie del queso, alargando asi la vida ttil de producto (Karatsu, 1992).

2.9.3. Industria farmacéutica

Los farmacos deben tener un cierto nivel de solubilidad en agua para poder
llegar a las membranas celulares, pero también han de ser lo suficientemente
hidrofébicos para poder atravesarlas.

Una de las propiedades de las CDs es su capacidad para mejorar la absorciéon
de farmacos a través de las membranas biolégicas. Las CDs son relativamente
grandes y poseen una superficie exterior hidrofilica, por lo que en condiciones
normales atravesardn las membranas celulares con dificultad (Fréomming y col., 1994,
Rajewski y Tella, 1996). Se ha demostrado que las CDs acttian como portadores de
farmacos aumentando su solubilidad y transportandolos hasta la superficie de las
membranas celulares de tejidos como la piel, la mucosa o la cornea del ojo. Las CDs
no atraviesan las membranas celulares, actuando por tanto, como vehiculos
moleculares y potenciadores de la penetracién, al aumentar la disponibilidad del
farmaco en la superficie de la membrana. Se han utilizado con éxito en formulaciones
acuosas cutaneas (Uekama y col., 1992), en soluciones acuosas de enjuague bucal
(Kristmundsdéttir y col 1996), sistemas de administracién nasal de drogas (Kublik y
col.,, 1996) y en soluciones oculares (Lofsson y Stefdnsson, 1997; van Dorne, 1993;
Jarho y col., 1996).

La mayoria de los farmacos no tienen suficiente solubilidad en agua y los
sistemas tradicionales para su formulacién incluyen una combinacién de disolventes
organicos, surfactantes y condiciones extremas de pH, que suele causar irritacién u
otras reacciones adversas. Las CDs no son irritantes y ofrecen ventajas adicionales
tales como: la estabilizacién de los compuestos activos, reduccién de su volatilidad y
capacidad de enmascarar sabores amargos o irritantes y malos olores de los farmacos
(Szetjli, 1998; Hedges, 1998; Irie y Uekama, 1999; Zhao y col., 1995).

Hay numerosas aplicaciones de CDs en el a&mbito de los productos

farmacéuticos. Por ejemplo, la adicién de a- o B-CDs para aumentar la solubilidad en
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agua de varias sustancias poco solubles. En algunos casos esto se traduce en una
mejor biodisponibilidad, aumentando el efecto farmacolégico que permite una
reduccién de la dosis a administrar.

Los complejos de inclusién también facilitan la utilizacion de productos
volétiles, pudiendo administrarlos en comprimidos. Las CDs se utilizan para mejorar
la estabilidad de los farmacos para aumentar su resistencia a la hidrdélisis, oxidacién,
calor, luz y metales. La inclusién de productos irritantes en CDs, también puede
proteger la mucosa géstrica por via oral, y reducir el dafio de la piel por via cuténea.

Las CDs son muy resistentes a las enzimas que degradan el almidén, aunque
pueden ser degradadas en tasas muy bajas por las a-amilasas. Las CDs no pueden ser
degradadas por las amilasas salivares y pancreaticas pero si por las o-amilasas de los
microorganismos del colon. Algunos estudios han demostrado que solo el 2-4 % de
las CDs se pueden absorber por el intestino delgado y el resto son degradadas por los
microorganismos del colon, obteniéndose glucosas como subproducto de la

degradacién. Esto explica su baja toxicidad en administracién oral (Szetjli, 1998).

2.9.4. Agricultura e industria quimica

Las CDs forman complejos con una amplia variedad de productos quimicos
agricolas, incluidos herbicidas, insecticidas, fungicidas, repelentes, feromonas y
reguladores del crecimiento (Lucas-Abellan y col., 2008b).

En la industria quimica, las CDs son ampliamente utilizadas para la
separacion de isémeros y enantiémeros, catalizar reacciones y ayudar en los diversos
procesos de descontaminacion de materiales de desecho. En la separacién de
enantiémeros por cromatograffa liquida de alta resolucién (HPLC) o cromatografia
de gases (GC), se utilizan columnas cuya fase estacionaria contiene CDs nativas o
modificadas inmovilizadas.

La CDs, ademas de modificarse para la reacciones de catalisis también se
modifican para reacciones de hidrélisis selectiva y en la hidroximetilacién de fenoles.
Estas modificaciones quimicas de las CDs, les confiere una gran actividad catalitica,
ya que aumentan la velocidad de reaccién en la conversién de acido fenilpirtivico a
fenilalanina (Atwood, 1990).

Las CDs también desempefian un papel importante en los procesos

biocataliticos debido al aumento de la enantioselectividad. Asi, tras la formacion de
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complejos de inclusién con una molécula proquiral, el ataque preferencial por los
reactivos tiene lugar sélo en una de las caras enantioselectivas, dando una mayor
enantioselectividad.

En 1991 Kamal y col. demostraron que la hidrdlisis de ésteres de
arilpropionico racémico por la enzima transportadora de albtimina de suero bovino,
tenfa una enantioselectividad baja (50-81 %), mientras que con B-CDs no solo
mejoraba la enantioselectividad (80-99 %) sino que también se mejord la tasa de
hidrélisis.

Las CDs se pueden utilizar en la proteccion del medio ambiente,
solubilizando contaminantes orgénicos y metales pesados, para su eliminacién de
suelos, agua y atmésfera (Gao y Wang, 1998). Las aguas residuales que contienen
compuestos aromadticos ecolégicamente inaceptables, como fenol, p-clorofenol y
benceno; tras ser tratadas con B-CDs reducen considerablemente los niveles de estos
hidrocarburos aromaticos respecto de sus niveles iniciales.

También se han utilizado para aumentar la solubilidad de tres tipos de
fungicidas (tiabendazol, carbendazima y fuberidazol), para que estén mas disponibles
en el suelo. Por otra parte, también aumentan la solubilidad de los hidrocarburos,
pudiendo ser utilizadas en biodegradacién y biorremediacién. Las f-CDs aceleran la
degradacién de todos los tipos de hidrocarburos que influyen en la cinética de
crecimiento, produciendo un aumento de la biomasa y una mejor utilizacién de los
hidrocarburos como fuente de carbono y energia. El bajo coste de las B-CDs, hace

posible su utilizacién para estos fines (Bardi, 2000).

2.10. REGULACION DE LAS CDs

En la actualidad, no existe armonizacién con respecto el empleo de CDs en
los alimentos, ya que varfa entre distintos paises. En EEUU, a-, B-, y y-CDs estdn
consideradas como GRAS (lista de la FDA de los aditivos alimentarios que son
"generalmente reconocidos como seguros") y pueden ser comercializadas como tal.
En Japén, o-, B-, y y-CDs son reconocidos como productos naturales y su
comercializacion en el sector de la alimentacion esta limitada por consideraciones de
pureza. En Australia y Nueva Zelanda a-y y-CDs estan clasificados como nuevos

alimentos a partir de 2004 y 2003, respectivamente (Cravotto y col., 2006).
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FAO/OMS a través del Comité de Expertos en Aditivos Alimentarios
(JECFA) recomienda un consumo méximo de $-CDs en alimentos de 500 mg/kg/dia.
Para o-y y-CDs no se ha establecido la ingesta diaria admisible (IDA). Por otra parte,
en julio de 2005 la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de EEUU, acab6 con la
necesidad de establecer un nivel maximo admisible de residuos de a-, B-, y y-CDs en
diversos productos alimenticios (EE.UU. Federal Register, 2005) (Astray y col., 2009).
En Europa, sélo estan aprobadas a- y f-CDs como ingredientes alimentarios, y por lo
tanto, deberan figurar en la lista de ingredientes alimentarios en los alimentos que las

contengan (Diario oficial de la Unién Europea 5.6.2008).

3. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

El estudio de la capacidad antioxidante en productos alimenticios se ha
llevado a cabo mediante numerosos ensayos in vitro.

Las especies de oxigeno (ROS) se comportan como agentes oxidantes, ya que
son muy reactivas y bastante inestables. Las ROS pueden tener en nuestro organismo
un origen enddgeno, relacionado con el metabolismo del oxigeno y con distintas
reacciones de defensa de nuestro sistema inmunolégico, o pueden provenir de
fuentes externas como el tabaco, la contaminacién dietas desequilibradas, ejercicio
intenso, la radiacién ultravioleta, el ozono o ciertos medicamentos. Nuestro
organismo dispone de mecanismos de defensa antioxidante frente a ROS que
comprenden sistemas enzimaticos y no enzimaticos (Halliwell y Gutteridge, 1990).
Ciertas enzimas, como superdxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa o
glutatiéon reductasa, neutralizan estas especies.

Los sistemas defensivos no enzimaticos abarcan una serie de compuestos
antioxidantes como albtimina, ceruloplasmina, transferrina, glutatién, bilirrubina,
acido trico, ubiquinona o melatonina. En ciertas situaciones extremas, estas defensas
no son suficientes y las especies reactivas producen dafio oxidativo, tanto en
biomoléculas como en componentes celulares (Sies, 1991; Halliwell, 1996).

El dafio o estrés oxidativo se define como un estado de la célula en el cual se
encuentra alterada la homeostasis 6xido-reduccién intracelular, es decir, se da una

situacion en la que aumenta la velocidad de generaciéon de ROS y una disminucién en
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los mecanismos de defensa. En esta situacion de estrés oxidativo, se manifiestan las
lesiones que producen lo radicales libres al reaccionar con lipidos, proteinas,
carbohidratos, ADN y componentes de la matriz extracelular, desencadenando un
dafio irreversible que puede llevar incluso a la muerte celular. Por ello, este fenémeno
se relaciona con el origen y desarrollo de ciertas enfermedades multifactoriales de
cardcter crénico, como la oxidacién de las LDL y la enfermedad cardiovascular
(Berliner y Heinecke, 1996); el dafio oxidativo al ADN y el cancer (Bagchi y col., 2000;
Diplock y col 1998); la oxidacién de las proteinas de las lentes oculares y la alteracion
de la visién (Dean y col., 1997; Taylor y Cataract, 1993).

La ingesta de alimentos ricos en sustancias antioxidantes como vitaminas C y
E, carotenoides o compuestos fendlicos, previene o disminuye el desarrollo de estas
enfermedades (Gerster, 1995; Park y col., 2003; Le Core y col., 2004; Jampol, L.M.,
Ferris, 2001). En consecuencia, se ha hipotetizado que una dieta rica en fruta y
verdura puede aumentar la defensa antioxidante del organismo contrarestando la
produccién de radicales libres, minimizando el dafio oxidativo y el riesgo de contraer
enfermedades.

Los compuestos fendlicos son sustancias organicas ampliamente distribuidas
en el reino vegetal. Son metabolitos secundarios que se sintetizan como mecanismo
de defensa y son, en gran medida, responsables de las propiedades del color,
astringencia y flavor (sabor y aroma) de los vegetales. Se encuentran en frutas y
verduras asi como en sus productos derivados, como el vino o la cerveza.

Todos tienen en su estructura uno o mas anillos aromaticos con al menos un
grupo hidroxilo (Bravo, 1998). Su estructura quimica es propicia para secuestrar
radicales libres, debido a la facilidad con la que el atomo de hidrégeno del grupo
hidroxilo aromético puede ser donado a la especie radical, y a la estabilidad de la
estructura quinona resultante que soporta un electréon desapareado (Figura 1.10.)
(Pannala, 2001).

La actividad antioxidante de los polifenoles depende del ntimero y la

localizacién de los grupos hidroxilo presentes en su estructura (Cao y col., 1996).
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Figura I.10. Accidn de los compuestos fendlicos frente a los radicales libres.

La actividad antioxidante, in vitro (Cao y Prior., 2001; Déavalvos y col., 2004)
puede ser determinada por varios métodos:
e Potencial Antioxidante Total (TRAP)
e 2,2 - difenil - picril - hidracil (DPPH)
e 4cido 2,2°- azino-bis(3-etilbenzotiazolina) - 6-sulfénico (ABTS)
e Reduccién del Hierro - Poder Antioxidante (FRAP)
e Capacidad de Absorcién del Radical de Oxigeno (ORAC)

El fundamento de todos ellos se basa en determinar cémo un agente oxidante
induce dafio oxidativo a un sustrato oxidable, dafio que es inhibido o reducido en
presencia de un antioxidante. Esta inhibicién es directamente proporcional a la
actividad antioxidante del compuesto o la muestra.

Los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH (Arnao, 1999; Cao y Prior.,
2001). Ambos presentan una excelente estabilidad en ciertas condiciones, aunque
también muestran diferencias. E1 DPPH es un radical libre que no necesita
preparacién previa, mientras que el ABTS tiene que ser generado tras una reaccién
que puede ser quimica (di6xido de manganeso, persulfato potasio) (Arnao, 1999),
enzimatica (peroxidasa, mioglobina) o bien eletroquimica. Usando ABTS se puede
medir la actividad antioxidante de compuestos tanto de naturaleza hidrofilica como
lipofilica, mientras que el DPPH, como solo puede disolverse en medio orgénico, se
utiliza para medir la capacidad antioxidante de compuestos de naturaleza lipofilica
(Arnao, 1999). El radical ABTS** tiene, ademas, la ventaja de que su espectro presenta

maximos de absorbancia en medio alcoholico a 414, 654, 754 y 815 nm, lo que permite



INTRODUCCION

medir su desaparicion a varias longitudes de onda, mientras que el DPPH presenta
un solo pico de absorbancia a 515 nm.

El método ORAC fue desarrollado por los investigadores de Nacional Institute
on Aging del National Institute of Health de EE.UU. En el afio 2007, el Departamento de
Agricultura estadounidense -United State Department of Agriculture (USDA)- emitié
una lista sobre el valor ORAC de varios vegetales. Es el tinico método que combina
en un solo valor el tiempo y velocidad de inhibicién del dafio oxidativo. Y aunque los
expertos insisten en que no tiene suficiente evidencia cientifica, si proporciona una
orientacién aproximada de la capacidad antioxidante de los alimentos en el

organismo.

4. JUSTIFICACION DE LA UNIDAD TEMATICA DE LA TESIS

En la presente Tesis Doctoral se plantea el estudio de la complejacion del
resveratrol con diferentes tipos de CDs. Por los beneficios que puede aportar el
resveratrol a la salud, y las escasas cantidades y fuentes en las que se encuentra, seria
interesante poder elaborar alimentos funcionales que lo contengan. Asi, para el
desarrollo de bebidas enriquecidas con resveratrol, el principal obstaculo que
debemos solventar es su escasa solubilidad den agua, unido a su inestabilidad frente
al calor, luz y el oxigeno; pardmetros importantes para el procesado y conservacién
de alimentos. Estos inconvenientes podrian solventarse mediante la complejacién del
resveratol con CDs, ya que dicho proceso aumenta su solubilidad acuosa y lo protege
de la degradacién por diferentes factores. Ademas, también es interesante estudiar el
efecto de la complejacién en su capacidad antioxidante por diferentes métodos. Para
ello se plantean los siguientes objetivos:

e Estudio de la complejacién del resveratrol con diferentes tipos de
CDs.

e Calculo de las constantes de complejacién por diferentes métodos.

e Estudio del efecto de la complejacién sobre la actividad antioxidante

del resveratrol por diferentes métodos.
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Abstract

The formation of resveratrol-cyclodextrin inclusion complexes in agueous solutions has been characterized using the hydroperoxidase
activity of lipoxygenase as the enzymatic system. The addition of cyclodextrins to the reaction medium had an inhibitory effect on res-
veratrol oxidation by lipoxygenase due to the complexation of phytoalexin into the cyclodextrin cavity, which is in equilibrium with free
cyclodextrins and free resveratrol, the only effective substrate for lipoxygenase. This inhibitory effect depends on the complexation con-
stant K, between resveratrol and the type of cyclodextrins used. In the present work - and Go-B-cyclodextrins were used and their K,
were calculated by nonlinear regression of the inhibition curves obtained in the presence of cyclodextrins. The values obtained were 4317

and 5130 M~ for p- and Ga-p-cyclodextrin, respectively, values which were checked and confirmed by the “cyclodextrin assay”.

© 2006 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

Resveratrol (rrans-3,5,4'-trihydroxystilbene) is a triphen-
olic phytoalexin found in a variety of plant species (Fré-
mont, 2000; Sanders, McMichael, & Hendrix, 2000), such
as grapevines, mulberries and peanuts. Its synthesis is trig-
gered by plant stress conditions such as fungal infection,
UV irradiation and exposure to ozone or heavy metal ions
(Frémont, 2000).

Because of its high concentration in grape skin, but not
in grape flesh, white wine contains small amounts of resve-
ratrol compared with red wine. It has been suggested that
the significant amounts of resveratrol present in red wine
(Goldberg, Hahn, & Parkes, 1995) might explain, at least
in part, the so-called “‘French paradox”, the apparent abil-
ity of moderate consumption of red wine to reduce the risk
of cardiovascular disease (Bertelli et al., 1995; Frankel,
Waterhouse, & Kinsella, 1993; Goldberg et al., 1995;
Pace-Asciak, Hahn, Diamandis, Soleas, & Goldberg, 1995).

" Corresponding author. Fax: 434 968 278620.
E-mail address: enunezi@pdi.ucam.edu (E. Nunez-Delicado).

0308-8146/S - see front matter © 2006 Elsevier Lid. All rights reserved.
doi:10. 1016/ foodchem. 2006. 10.068

The phenolic nature of resveratrol explains its antioxi-
dant activity. It has been shown to provide health-promot-
ing beneficts such as lowering the incidence of coronary
heart disease (Frankel et al., 1993), and to possess cancer
chemoprotective activity (Jang et al., 1997) and strogenic
activity with varying degrees of estrogen receptor agonism
(Ghem, McAndrews, Chien, & Jameson, 1997) due to its
similarity in structure with the synthetic estrogen diethyl-
stilbestrol (DES) (Ghem et al., 1997).

Resveratrol also interferes with the arachidonate metab-
olism by reducing the levels of leukotrienes generated by
the lipoxygenase pathway and prostaglandins generated
by the cyclooxigenase (COX) pathway (Jang et al., 1997;
Kimura, Okuda, & Arichi, 1985; Subbaramaiah et al.,
1998). It has been described as a potent competitive inhib-
itor of the dioxygenase activity of lipoxygenase (LOX)
(Pinto, Garcia-Barrado, & Macias, 1999).

Recently it has been concluded that resveratrol blocks
the activation of the COX-2 gene (the gene that activates
the COX-2 enzyme). This ingredient of functional foods
was the first compound identified to both block the
COX-2 gene and to inactivate the enzyme created by this
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gene (Martin, Villegas, La Casa, & De La Lastra, 2004).
Some researchers believe that resveratrol may some day
be viewed as an improvement over acetylsalicylic acid in
fighting diseases associated with COX-2 activity, while
to gain such benefits, it is either necessary to eat a few
red grapes every day or take a supplement containing
resveratrol.

The high hydrophobicity of resveratrol and its sensitiv-
ity to external agents such us air, light and oxidative
enzymes may constitute a serious problem for its bioavail-
ability, formulation and manipulation in the elaboration of
functional foods.

Cyclodextrins (CDs) are a group of naturally occurring
cyclic oligosaccharides derived from starch with six, seven
or eight glucose residues linked by ol — 4) glycosidic
bonds in a cylinder-shaped structure, and denominated
-, B- and y-cyclodextrins, respectively. The central cavity
of these molecules is hydrophobic, while the rims of the
surrounding walls are hydrophilic. This hydrophobic cavity
forms inclusion complexes with a wide range of organic
and inorganic guest molecules (Cai et al., 1990), altering
their physicochemical behaviour and reducing their unde-
sirables effects. In the pharmaceutical, cosmetics and food
industries, cyclodextrins have been used as complexing
agents to increase the water solubility of various com-
pounds, such as drugs, vitamins and food colorants (Bus-
chmann & Schollmayer, 2002; Loftsson & Brewster,
1996; Szejtli, 1988). It was demonstrated that complexation
can considerably increase the solubility, stability and bio-
availability of the guest molecule.

Given resveratrol’s many health-promaoting activities, it
is necessary to develop a method for increasing its bioavail-
ability and stability.

In this paper, the in vitre formation of resveratrol-cyclo-
dextrin inclusion complexes was characterized using the
enzymatic system, lipoxygenase, which oxidizes resveratrol
in the presence of H-05. A study of this oxidation in the
presence of cyclodextrins permits determination of the com-
plexation constant between resveratrol and cyvclodextrins.

2. Materials and methods

Electrophoretically pure (Kulkarni & Cook, 1988) soy-
bean lipoxygenase (EC 1.13.11.12) Type V (701,000 Sigma
units/mg protein) prepared by affinity chromatography
and trans-resveratrol were purchased from Sigma (Madrid,
Spain). Hydrogen peroxide was purchased from Aldrich
(Madrid, Spain). Cyclodextrins were kindly supplied by
Amaizo, American Maize-Products Company, Hammond,
Indiana. All other chemicals used were of analytical grade.

The hydrogen peroxide, lipoxygenase and resveratrol
solutions were freshly prepared every day, and their concen-
trations were calculated using .30 = 39.4 M~ em ™! (Nel-
son & Kiesow, 1972), &250 = 160,000 M 'em™! {Spaapen,
Veldink, Liefkens, Vliegenthart, & Kay, 1979) and &3,2 =
33,400 M ' em ™! (Pinto et al., 1999), respectively.

The activity was followed spectrophotometrically in a
Shimadzu model S33 spectrophotometer at the absorption
maximum of the oxidation product of resveratrol (250 nm).

Differences between the extinction coefficients (Ag) cor-
responding to the difference between absorption due to
substrate and reaction products were calculated for the oxi-
dation process. The Az values were calculated from a cali-
bration curve of resveratrol (0-30puM) quantitatively
oxidized in the presence of an excess of sodium periodate,
by plotting the increase in absorbance at 250 nm (from
t=10 to constant absorbance values) against resveratrol
concentration. Taking into account the reaction stoichiom-
etry, in which two resveratrol molecules generate one prod-
uct molecule (a resveratrol dihydrodimer), the value
obtained at pH 9.0 was Agyso = 29,600 M ' em™".

Unless otherwise stated, the standard reaction medium
at 25°C contained 100 mM sodium borate buffer (pH
9.0), 400 uM H,05, 30 uM resveratrol and 50 nM of soy-
bean lipoxygenase in a final volume of | mL. The steady
state was calculated from the linear zone of the product
accumulation curve. A reference cuvette containing all
the components of the reaction medium except the enzyme
served as the control.

3. Results and discussion

LOX (linoleate: oxygen oxidoreductase; EC 1.13.11.12)
is a non-heme iron-containing enzyme that has a dual
function: dioxygenase and hydroperoxidase (Joseph, Srin-
ivasan, & Kulkarni, 1993; Kulkarni & Cook, 1998; Naidu
& Kulkarni, 1994). This enzyme catalyzes the oxidation
of resveratrol to its oxidized form in the presence of
H,0; in the reaction medium (Pinto et al., 1999; Pinto,
Garcia-Barrado, & Macias, 2003) (Fig. 1a). This enzyme
also catalyzes the oxidation of resveratrol in the presence
of cyclodextrins, producing a characteristic decrease in
the resveratrol maximum at 312 nm, with a concomitant
increase in absorbance at 250 nm, which can be attrib-
uted to the production of &-viniferin (Fig. 1b). The for-
mation of three isosbestic points at 240, 280 and
360 nm indicated that resveratrol was transformed into
its oxidized form at a constant ratio in both cases
(Fig. la and b). However, as can be seen from Fig. 1
inset, the oxidation rate decreased in the presence of
cyclodextrins.

The fact that the oxidation of resveratrol by the hydro-
peroxidase activity of LOX decreased in the presence of
cyclodextrins can be used to determine the complexation
constant by means of the enzymatic method developed by
our group (Lopez-Nicolds, Bru, & Garcia-Carmona,
1997; Ninez-Delicado, Sojo, Sénchez-Ferrer, & Garcia-
Carmona, 1999, Ninez-Delicado, Sojo, Sinchez-Ferrer,
& Garcia-Carmona, 1999b).

The oxidation of resveratrol by the hydroperoxidase
activity of lipoxygenase was carried out in the presence of
two different types of cyclodextrins, p- and maltosyl-p
cyclodextrins (B-CDs and G>-p-CDs). to determine the
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Fig. 1. Oxidation of resveratrol by lipoxygenase in the presence of H20».
The reaction medium at 25 °C contained 100 mM sodium borate buffer,
pH 9,0, 30 pM resveratrol, 400 pM H,0,, and 50 nM lipoxygenase. (a) In
the absence of CDs. (Inset) Time course of the oxidation of resveratrol in
the absence of CDs. (b) In the presence of Gy-f-CDs | mM. The scans
were obtained every 2min. (Inset) Time course of the oxidation of
resveratrol in the presence of CDs.

complexation constant between resveratrol and each type
of cyclodextrins.

An experiment was performed in which LOX activity
wis determined in the presence of increasing concentrations
of B-CDs or G»--CDs, while the resveratrol concentration
was kept constant. As can be seen in Fig. 2, LOX activity
decreased as the cyclodextrin concentration increased,
depending on the type of cyclodextrin used, the inhibition
being greater in the case of G,-f-CDs than in the case of
B-CDs.

These results indicated that resveratrol, a phytoalexin
with three hydroxyl groups in its structure, may enter in
the hydrophobic cavity of both B-CDs and G,-f-CDs to
form inclusion complexes.

1.6
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Fig. 2. Effect of cyclodextrin on the oxidation of resveratrol by lipoxy-
genase in the presence of H,0.. The reaction medium at 25 °C contained
100 mM sodium borate buffer, pH 9.0, 30 pM resveratrol, 400 pM H.0-,
50nM lipoxygenase and increasing concentrations of Gy-f-CDs (@) or
(-CDs (O).

When increasing concentrations of Gs-B-CDs were
added to the reaction medium at different resveratrol con-
centrations, a clear decrease in LOX activity was observed
in all cases (Fig. 3). Assuming that this inhibitory effect
was due to the formation of the inclusion complexes and
that free resveratrol is the only form of substrate which
LOX can use, the Michaelis-Menten velocity equation
could be expressed as a function of free resveratrol concen-
tration ([resv]g):

1.5

-
o

V (uMimin)

[G2-B-CDs] (mM)

Fig. 3. Effect of Gs=-CDs on the oxidation of resveratrol by lipoxygenase
in the presence of H20,. The reaction medium at 25 °C contained 100 mM
sodium borate buffer, pH 9.0, 30 uM resveratrol, 400 uM H,0,, 50 nM
lipoxygenase and increasing concentrations of Gy-f-CDs. (@) 10 pM
resveratrol, (O) 20 pM resveratrol, () 30 uM resveratrol.
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- V m[resv];
T K + [resv];

(1

This [resv]y could be expressed as a function of the only two
known parameters [resv], and [CD],, where the subscript t
stands for overall compound concentration. Assuming that
only one molecule of resveratrol can enter a cyclodextin
molecule (stoichiometry 1:1). the equilibrium may be ex-
pressed as:

[resv]; + [CD); & [resv-CD) )
where the complexation constant, K., is defined as:
_ [resv-CD]
*~ fresv},[CD],
Taking into account the mass balance
[resv], = [resv]; + [resv—CD] (4)
[CD], = [CDJ; + [resv—CD] (5)
and Eq. (3), [CD]r and [resv—-CD] can be expressed as:
_ [resv], — [resv];

[CD]I' e Kc []'ES\"IT (6)

[resv-CD] = K.[resv][CD), (7

Then, substituting these two later equations into Eq. (4),

the following quadratic relationship is obtained:

K.[resv]} + ([CDJ],K. — [resv] K + 1)[resv], — [resv], = 0
(8)

From this, [resv]; can be obtained:

[resv]; = (—([CD],K. — [resv], K. + 1)

4-\/{[CD][K¢ — [resv], K. + i)z i+ él.'(c[res.v]‘);‘ll(C
9)

and substituting into Eq. (1), to give:
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Fig. 4. Effect of free resveratrol concentration on lipoxygenase activity.
The free resveratrol ions were 1 from data shown in
Fig. 3, using Eq. (9) (sce text for details). (@) 10 pM total resveratrol, (O)
20 puM total resveratrol, (M) 30 pM total resveratrol.

function of free resveratrol, using Eq. (9). The new plot
showed that the points of the different curves in Fig. 3
which represent the same activities also have the same
[resv]y in Fig. 4. This clearly indicates that the enzyme
was only sensitive to free resveratrol, as has been previ-
ously described for other LOX substrates included in
CDs (Nunez-Delicado et al.. 1999a,1999b; Nunez-Deli-
cado, Sdnchez-Ferrer, & Garcia-Carmona, 1997). To con-
firm that LOX works only with free resveratrol and not
with the resveratrol-CD complex ([resv-CD]) as well, as
has been described for persimmon PPO (persimmon),
the data of Fig. 3 were replotted as a function of the
complexed resveratrol (Fig. 5):

Vm]:(_([CD]rKc — [resv], K.+ 1) + \/([CD]IKc — [resv],Ke + 1) + 4Kc[resv]1) /ZKC]

v=

This Eg. (10) shows a nonlinear relationship between v
and [CD] as in Fig. 3. Fitting the data by nonlinear
regression using Sigma Plot (Jandel Scientific), a value
of 5130 £ 421 M~' was obtained for K, between resvera-
trol and G,-f-CDs. This K. value was similar to that
determined by Morales, Bru, Garcia-Carmona, Ros Bar-
celd, and Pedreno (1998) between resveratrol and di-
methyl-p-CDs (6933 M~") using the physical method
described by Higuchi and Connors (1965). In order to
clarify whether LOX was only working with free resvera-
trol, the data in Fig. 3 were replotted in Fig. 4 as a

Ku + [(—([CD],Kc — [resv] K.+ 1) + \/[[CD]:KE — [resv],K.+1)° + 4Kr[resv]‘)/21(¢]

[resv—CD] = [resv], — [resv], (11)

This clearly shows that the enzymatic activity responded to
free resveratrol concentrations (Fig. 4) and not to com-
plexed resveratrol (Fig. 5), because Fig. 4 gives a similar
Michaelis-Menten representation of the data with a Ky, va-
lue equal to that found in the absence of cyclodextrins
(13.5 pM).

Knowing the complexation constant K between resve-
ratrol and G,-B-CDs, it is possible to control the concen-
tration of free resveratrol and therefore the enzymatic
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Fig. 5. Effect of resveratrol-G,-f-CDs complex concentration on lipoxy-
genase activity. (@) 10 pM total resveratrol, (O) 20 uM total resveratrol,
(M) 30 uM total resveratrol.

activity, by setting the appropriate concentrations of both
total G,-f-CDs and total resveratrol. To confirm this, the
so-called cyclodextrin assay (Lopez-Nicolds et al., 1997),
was carried out, in which, by using the complexation con-
stant K, determined enzymatically (5130 +421 M) and
Eq. (9), total resveratrol is calculated so that free resvera-
trol remains constant, independent of the G,-p-CDs con-
centration used. As shown in Fig. 6, LOX activity was
independent of the total resveratrol concentration or total
G»-B-CDs concentration.

06
[ Sl 0 e oS A, U e o i A
Q- 9 ° =
=3
£ 04
s
=
>
- L)
02 ——————— s -
0.0

00 05 10 15 20 25 3.0 35
[G2-B-CDs] (mM)
Fig. 6. Cyclodextrin assay. Lipoxyg Iyzed oxidation of resvera-
trol reaction rates at two different Iree resveratrol concentrations. (@)
1.5 uM rol, (O) 5 pM ol The Gy-B-CDs and resveratrol
ations were calculated using the K. value obtained by the
enzymatic method and Eq. (9) (see text for details).

Table 1

Cyelodextrin assay

[resveratrol], (uM) [B-CDs], (mM) ¥ (uM/min)
15 0 1.25 £0.025
30 0.25 1.15+0.125
6l 0.7 1.32 £ 0,025

120 1.7 1.26 £0.015

250 4 1.21 £0.135

300 8 1.26 £ 0.015

The B-CDs and 1 ations were I to yield 15 pM

free resveratrol using the K, value (4317 M~') determined enzymatically.

All the above experiments were also performed with f-
CDs (data not shown), in which case a complexation con-
stant K, value of 4317 + 338 M~ 'was obtained. This K.
value was slightly lower than that described for G,-p-
CDs, indicating that the affinity of this natural f-cyclodex-
trins for resveratrol was slightly lower than that shown for
the modified G,-p-CDs. These results agree with the exper-
imental data depicted in Fig. 2, in which the inhibition pre-
sented by G,-[-CDs was slightly higher than that presented
by B-CDs.

The cyclodextrin assay was carried out using this K,
value between resveratrol and B-CDs,. In this case, as can
be seen in Table 1, LOX activity remained constant, regard-
less of the total resveratrol concentration or total f-CDs
concentration. These results were similar to those obtained
in the case of Gs-B-CDs, indicating that LOX works only
with free resveratrol concentration in both cases, p-CDs
and G1-p-CDs.

In conclusion, the present study demonstrates that CDs
can be used as resveratrol complexation agent, to increase
total resveratrol concentration in aqueous solution, while
free resveratrol concentration remains constant, as do its
biological activities. The delay in the resveratrol oxidation
was caused by its entrapment in the internal cavity of
cyclodextrins, which act as substrate reservoir in a dos-
age-controlled manner. Moreover, we have characterized
the complexation process and demonstrated that both
B-CDs and G»-f-CDs served as resveratrol carrier systems,
with similar K. values. The cyclodextrin assay served to
demonstrate that the K. values obtained by the enzymatic
method using LOX activity on resveratrol were correct
for both cases, B-CDs and G,-p-CDs.
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The complexation of resveratrol with native «-, - and y-cyclodextrins (CDs) and modified CDs (hydroxy-
propyl-p-(HP-p-CDs), maltosyl-fi-{Ga-p-CDs), methyl-f-, carboxymethyl-p- and acetyl-f-cyclodextrins)
was studied, and the complexation constants (K.) were ct d. The comy ion constant &

resveratrol and each type of CD was calculated using three different methods: enzymatic, solubility
and fluorimetric. The K. values obtained showed that HP-p-CDs with their very high K. of 18,048 £
625M", were the most effective for complexing resveratrol. Moreover, comparison of the results

ggbn:;rfs: obtained by the three methods revealed that the fluorimetric method undervalued the K. between resve-
Cyclic oligasaccharides ratrol and all cyclodextrins, while the enzymatic and solubility methods were more precise for calculat-
Fluorescence ing the K between resveratrol and CDs, as demonstrated by the cyclodextrin-assay.

Encapsulation
Enzymatic method
Physical method

@ 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Resveratrol (trans-3,54-trihydroxystilbene), a phytoalexin
belonging to the stilbene class of polyphenolic compounds, is
found both in the free and conjugated forms in high concentrations
in a number of plant species (Soleas, Diamandis, & Goldberg, 1997),
including grapevine (Vitis vinifera) (Langcake & Pryce, 1976; Lamu-
ela-Raventos, Romero-Pérez, Waterhouse, & De la Torre-Boronat,
1995), peanut, mulberry and pistachios {Tokusoglu, Unal, & Yemis,
2005). It is produced by plants in response to stress conditions,
including infection by microorganisms, the application of chemi-
cals, injury from light exposure and change in temperature (Agrios,
1998; Bailey & Mansfield. 1982).

Resveratrol has been shown to provide health-promoting
activities such as lowering the incidence of coronary heat disease
(Frankel, Waterhouse, & Kinsella, 1993) and cancer chemopreven-
tive activity (Jang et al., 1997).

The high hydrophobicity and sensitivity of resveratrol to exter-
nal agents such as air, light and oxidative enzymes constitutes a
serious problem for its bioavailability, formulation and manipula-
tion in the manufacture of functional foods. In order to avoid this
limitation, inclusion of resveratrol in cyclodextrins has recently
been suggested by our group (Lucas-Abellan, Fortea, Lopez-Nicolas,
& Nufez-Delicado, 2007).

* Corresponding author. Fax: +34 968 278620,
E-mail address: enunez@pdi ucam.edu (E. Nifez-Delicado).

0308-8146/% - see front matter © 2008 Elsevier Lid. All rights reserved.
doi:10,1016/j. foodchem_2008.03.073

Cyclodextrins (CDs) are a group of naturally occurring cyclic
oligosaccharides derived from starch with six, seven or eight glu-
cose residues linked by « (1 — 4) glycosidic bonds in a cylinder-
shaped structure, and named as «-, - and y-CDs, respectively.
The central cavity of these molecules is hydrophobic, while the
rims of the surrounding walls are hydrophilic (Martin Del Valle,
2004). This hydrophobic cavity forms inclusion complexes with a
wide range of organic and inorganic guest molecules (Cai et al.,
1990). It has been demonstrated that complexation can consider-
ably increase the solubility, stability and bioavailability of the
guest molecule (Martin Del Valle, 2004).

To improve the complex-forming abilities of CDs, a wide variety
of chemically modified CDs have been designed and prepared by
introducing various functional groups into the macrocyclic ring
(Kahn, Forgo, Stine, & DSouza, 1988). The inclusion complexes of
some chemically modified CDs are even more soluble than those
from natural CDs (Luong, Male, & Zhao, 1993).

There are many studies in the literature about the calculation of
K between CD and different compounds, using different methods,
such as fluorescence, nuclear magnetic resonance (RMN), enzy-
matic, solubility, equilibrium dialysis, conductometry and affinity
capillary electrophoresis {Alvarez-Parrilla, De la Rosa, Torres-Rivas,
Rodrigo-Garcia, & Gonzalez-Aguilar, 2005; Bertacche, Lorenzi,
Nava, Pini, & Cinico, 2006; Lucas-Abellan et al., 2007; Platzer, Sch-
ward, & Neubert, 1999; Polyakov, Leshina, Konovalova, Hand, &
Kispert, 2004; Sheehy & Ramstad, 2005; Ugwu, Alcala, Bhardwaj,
& Blanchard, 1996). However, this variance in the calculation
methods complicates the comparation of K. values obtained for
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different compounds. There is not a reference method to calculate
the K.

The complexation of resveratrol in CDs has been described
previously not only by our group (Lucas-Abellin et al., 2007)
but also by Bertacche, Lorenzi, Nava, Pini, and Cinico (20086).
However, no comparative studies exist in which a wide range of
natural and modified CDs are used to complex resveratrol and
the respective K. values calculated by different methods are
compared,

In this paper, the complexation of resveratrol with native
CDs (-, - and v-CDs) and modified CDs (hydroxypropyl-fi-{HP-
B-CDs), maltosyl-p-(Gz-p-CDs), methyl-p-, carboxymethyl-p- and
acetyl-p-CDs) was studied, in order to establish which type of
CDs would produce the most stable complex.

Moreover, in this contribution comparison of three different
methods to calculate K. namely enzymatic, solubility and
fluorimetric were compared using the model system of resvera-
trol-CD to determine which of them offers the most precise
results.

2. Materials and methods

Electrophoretically pure (Cook & Kulkarni, 1988) soybean
lipoxygenase (LOX) (EC 1.13.11.12) Type V (701,000 Sigma
units/mg protein) (one unit will cause an increase in Az of
0.001per min at pH 9.0 at 25 °C when linoleic acid is the sub-
strate in 3.0 mL volume) prepared by affinity chromatography
and trans-resveratrol, were obtained from Sigma (Madrid, Spain).
Hydrogen peroxide was supplied from Aldrich (Madrid, Spain).
HP-f-, - and y-CDs were purchased from TCl Europe N.V.
(Zwijndrecht, Belgium). Carboxymethyl-, acetyl- and methyl-p-
CDs were supplied for Sigma (Madrid, Spain). G;-p and p-CDs
were kindly supplied by Amaizo, American Maize-Products Com-
pany, Hammond, IN. All other chemicals used were of analytical
grade.

The hydrogen peroxide, LOX and resveratrol solutions were
freshly prepared each day, and their concentrations calculated
using e240=39.4 M~' cm™' (Nelson & Kiesow, 1972), exg0=
1600,000 M~' em™' (Spaapen, Veldink, Liefkens, Vliegenthart, &
Kay, 1979) and £3,2=33400M " cm™' (Pinto, Garcia-Barrado, &
Macias, 1999), respectively.

The calculations of K. by each method were made in triplicate
and SD was calculated in each case.

2.1. Enzymatic method

The enzymatic oxidation of resveratrol was followed spectro-
photometrically using a Shimadzu (Kyoto, Japan) model UV-1063
spectrophotometer at the absorption maximum of the resveratrol
oxidation product (250 nm), using Aezsp=29,600M "cm ' (Lu-
cas-Abellan et al,, 2007). Unless otherwise stated, the standard
reaction medium at 25 “C contained 100 mM sodium borate buffer
(pH 9.0), 400 uM H;0:, 30uM resveratrol, 50 nM of LOX and
increasing concentrations of CDs in a final volume of 1 mL. The
steady state was calculated from the linear zone of the product
accumulation curve, A reference cuvette containing all the compo-
nents of the reaction medium except the enzyme served as the
control.

Free resveratrol is the only form of substrate which LOX can
oxidise. So, the formation of 1:1 inclusion complexes by the addi-
tion of increasing concentrations of CDs leads to an inhibitory ef-
fect in the oxidation of resveratrol by LOX (Fig. 1A). The
complexation constant (K.) can be calculated using the equations
previously described by our group, in which a Michaelis-Menten

A 16
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12

08

V (pMimin)

06

0.4

0.2

0.0

[CDs] (mM)

W (uM/min)

[CDs] (mM)

Fig. 1. Effect of native CDs on the oxidation of I by li in the
presence of H;0; The reaction medium at 25 *C contained 100 mM sodium berate
buffer, pH 9.0, 30 uM resveratrol. 400 uM Hy0,, 50 nM lipoxygenase and increasing
concentrations of CDs. (A) native CDs: (@) 2-CDs, (O) f-CDs, (M) y-CDs. (B) Modified
CDs: (@) Gy-p-CDs, (O) HP--CDs, (M) methyl-f-CDs (0), acethyl-f-CDs (a), carb-
oxymethyl-g-CDs.

modified equation for free substrate was used (Lucas-Abellin
et al., 2007):

[resv], + [CD], £ [resv — CD] (1)
[resv — CD|

e et (2)
" [resv],[CDJ,

[resv]y = (—([CD],K, — [resv],Kc +1)

+ ‘/{[CD|,Kk- — [resv| K. + 1%+ 4K [resv],) /2K, (3)
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Vin [{—t[CD],K‘- ~ [resv],Ke + 1) + /([CD],Kc — [resv],Kc +1)7 + 4K[resv],) ;2:(‘]

V=

4)

Ku + [(—([cn],x, ~ [resv],Kc + 1) + /(ICD) Ke - [resv],Kc + 1) + 4K [resv],) /2K ]

where |resv]y is free resveratrol [CDs); is free cyclodextrin, [resv]; is
total resveratrol |[CDs], is total cyclodextrin [resv-CDs] is complex
resveratrol-cyclodextrin, K. is complexation constant, Vi, and Ky
are Michaelis-Menten c and v is the oxidation rate of free
resveratrol.

2.2, Solubility method

Phase solubility diagrams were constructed according to Higu-
chi and Connors (1965). Excess amounts of resveratrol were added
to aqueous solutions of increasing concentrations of f-CDs, Ga-f-
Ds and HP-B-CDs up to 100 mM (15 mM in the case of f-CDs, its
solubility limit), in 10 mL of water at 25°C. The samples were
maintained in an ultrasonic bath at 25 °C for 60 min to reach equi-
librium. The aqueous solutions were filtered through 0.2 pm mem-
brane filter cellulose and diluted in 80% ethanol. The resveratrol
(£312=28994M 'em ') concentration was spectrophotometri-
cally determined.

The K between resveratrol and CDs was calculated by using the
equation below (Higuchi & Connors, 1965):

_ slope
So(1 — slope)

were S; is the water solubility of resveratrol and “slope” the slope of
the phase solubility diagram.

K (5)

2.3. Fluorimetric method

Steady-state fluorescence measurements were performed using
a Shimadzu RF 5301 PC spectrofluorimeter. Emission fluorescence
spectra were acquired in the 330-600 nm range (1 nm step), at a
fixed excitation wavelength of 330 nm. The reaction medium con-
tained 30 uM resveratrol and increasing concentrations of fi-, Go-fi-
and HP-p-CDs prepared in water to reach a final volume of 3 mL at
25°C,

Assuming that the increase in the resveratrol fluorescence
intensity observed in the presence of increasing concentrations of
CDs is due to the formation of the inclusion complexes between
resveratrol and CDs, the following equilibrium can be described:

resy” resv*-CDs

o

resv +C0s —— resy-CDs

here resv* and resv*-CDs are resveratrol and the complex in the ex-
cited state. They are the only fluorescent species and there is no
association or dissociation process in the excited state. K. is the
complexation constant as defined in the enzymatic method.

The fluorescence intensity at any wavelength (F) can be related
to the CDs concentration by the equation (Connors, 1987):

(Fx — Fo)K[CDs},
1+ K[CDs|,
where F._ is the fluorescence intensity when total resveratrol has

been complexed in CDs and Fy is the fluorescence of resveratrol in
the absence of CDs. Experimental data of F as a function of [CDs]

F=Fy+ (6)

can be fitted to Eq. (5), using as initial parameters (K. and F..) those
obtained from the analysis of the experimental data using the Bene-
si-Hildebrand equation for 1:1 complexes (double reciprocal plot)
(Benesi & Hildebrand, 1949):

1 1 1

F=Fo F.-Fo @ (Fx—Fo)Kc[CDS], ™

The K. value can also be calculated by using Scatchard’s equation for
the 1:1 complex formation, which relates the enhanced fluores-
cence intensity with CD concentration (Scatchard, 1949):

F-Fy

m=fﬂ — Fo)K, — (F — Fo)Kc (8)

3. Results and discussion

In this paper, the K. between resveratrol and each type of native
CDs was calculated using the enzymatic method described by Lu-
cas-Abellin et al. (2007). For that, the oxidation of resveratrol by
the hydroperoxidase activity of LOX was achieved in the presence
of increasing concentrations of «-, i- or y-CDs (Fig. 1A). As can be
seen in Fig. 1A, LOX activity decreased as the CDs concentration in-
creased, the degree depending on the type of cyclodextrin used,
inhibition being strongest in the case of [i-CDs.

To calculate the K between resveratrol and each type of native
CDs, increasing concentrations of each type of CDs were added to
the reaction medium at different resveratrol concentrations, a clear
decrease in LOX activity being observed in all cases (data not
shown). Assuming that this inhibitory effect was due to the forma-
tion of 1:1 inclusion complexes and that free resveratrol is the only
form of substrate which LOX can use, Eq. (4) was used to obtain the
K. values for 2-, p- and v-CDs shown in Table 1. As can be seen from
the Table 1, p-CDs were the native type showing the highest K. for
the complexation of resveratrol (4220 + 387 M '), similar to that
described previously by Lucas-Abellan et al. (2007), while «- and
1-CDs presented lower values of 805+75 and 226+32 M,
respectively. This result indicated that the size of the hydrophobic
cavity of p-CDs permits stronger interactions with resveratrol,
while the hydrophobic cavity of s~ and ¥-CDs, is too small and
too large, respectively, thus reducing their interaction with
resveratrol.

As p-CDs were the most effective for complexing resveratrol,
different types of modified p-CDs were studied, adding different
functional groups to the macrocyclic ring (HP-p-, Gz-f-, methyl-
f-, carboxymethyl-f- and acetyl-p-CDs). Their K. for resveratrol
complexation was calculated using the enzymatic method in all
cases. The inhibition curves for the oxidation of 30 uM resveratrol
by LOX in the presence of increasing concentrations of each type of
modified p-CDs are presented in Fig. 1B: HP-p-CDs were the most
effective (Fig. 1B, open circles). The oxidation of different concen-
trations of resveratrol by LOX in the presence of the different types
of modified CDs was also studied (data not show), and their K, was
calculated. As can be seen in Table 1, the K. values for modified
f-CDs ranged from 1518 £205 for carboxymethyl-p-CDs to
18,048 £ 652 M ' for HP-p-CDs, according to the functional group
added. HP-p-CDs was the most effective in resveratrol complexa-
tion (K.=18,048 +652M '), followed by methyl-p-CDs (K=
10,089 + 675 M~ "). Moreover some modified CDs has lower K, val-
ues than native p-CDs, e.g. carboxymethyl-p-CDs and acetyl-f-CDs,
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Table 1
Complexation constant (K.) for complexes formed between native and modified cyclodextrins and resveratrol calculated by the i ility and fluori ic
Cy¢ in type ymatic method  Solubility method ic method
K (M) K (M) K. (M') non-linear regression K. (M"') Benesi-Hildebrad K. (M"") Scatchard
Native CDs a-CDs B05£75
p-CDs 4220 £387 4438 401 2205 £ 364 2145 £265 2382 £285
+-CDs 226132
Modified CDs  Hydroxypropyl-p-CDs 18,048 £ 625 18018723 11,035 £ 897 10,314 1 889 10,229 1 845
Methyl-f-CDs 10,089 £ 675
Maltosyl-f-Chs 5098 £ 495 5425 +503 3011£435 3314+298 3224 £301
Carboxymethyl-p-CDs 1518 + 205
Acetyl-p-Chs 1789 4 187
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Fig. 2. Phase of solubility diagram of resveratrol 100 mM sodium borate buffer (pH
9.0) with HP-p-CDs () and Gy-p-CDS (@), Inset: Phase of solubility diagram of
resveratrol with p-CDs ().

indicating that the presence of carboxymethyl or acetyl as func-
tional group hinders the complexation process.

For comparison purposes, the physical method described by
Higuchi and Connors (1965) was used to calculate the K. values
for fi- and two modified p-CDs. The phase solubility diagrams made
for resveratrol using fi-, HP-fi- and G,-p-CDs (Fig. 2) were all of the
Ay type, indicating the formation of 1:1 complexes in both the na-
tive and modified CDs studied. Using Eq. (5), the K. values were cal-
culated (Table 1). As can be seen in Table 1, the K. values obtained
using the physical method were similar to those obtained with the
enzymatic method (Table 1), indicating the validity of both
methods.

A fluorimetric method was also used to calculate the K. value
for the complexation of resveratrol with fi-, HP-fi- and Gy-p-CDs.
In this method, the increase in fluorescence intensity as a
function of resveratrol complexation by CDs was used to calculate
K.

‘When increasing concentrations of CDs were added to the reac-
tion medium, the fluorescence intensity increased until a maxi-
mum was reached (Fig. 3). An increase due to the formation of
inclusion compl between r rol and CDs. This effect has
been previously described for other compounds {Alvarez-Parrilla
et al., 2005; Mahedero, Mufioz de la Pefa, Bautista, & Aaron,
2002; Muiioz de la Pefia, Mora-Diez, Mahedero-Garcia, Bohoyo-
Gil, & Canada-Caiada, 2007; Wagner & Fitzpatrick, 2000).

Fig. 3. Fluorescence intensities of resveratrol at 380 nm versus different concen-
trations of CDs 100 mM sodium borate buffer (pH 9.0). (W) p-CDs, (@) G;-p-CDs, (O}
HP-p-CDs. The lines show the best fits to Eqg. (5).

The representation of 1/(F- F) vs. 1/[CDs] (double reciprocal
plot), known as a Benesi-Hildebrand plot (Fig. 4A), leads to a
straight line for the three type of CDs used, indicating the 1:1 stoe-
chiometry of the complexes. This linear relation agrees with to that
described by the Benesi-Hildebrand Eq. (7). The linear plots of
Fig. 4A can be used to determine K. values by simply dividing
the intercepts by the slopes (Table 1). But since Benesi-Hildebrand
plots tend to place more emphasis on low CD concentrations than
on higher values, the slope of the line is more sensitive to the ordi-
nate values of the points for the lowest concentrations, In order to
avoid this effect, a non-linear regression analysis of the plots in
Fig. 3 was carried out by applying the Eq. (6) and using as the initial
parameters those estimated by the Benesi-Hildebrand plot. The K.
values obtained by the non-linear regression (Table 1) were similar
to those calculated by the Benesi-Hildebrand plot.

The fluorescence data (Fig. 3) were also used to the calculate K
values between resveratrol and CDs by Scatchard's method (Scat-
chard, 1949). In this case, when 1:1 complexes are formed, the
relationship between the enhancement in fluorescence intensity
(F-Fy) and CD concentration is given by the Eq. (8). Reploting
the data of Fig. 3 as (F - Fp)/|CDs] vs. (F - Fg) (Fig. 4B), straight lines
were obtained confirming the 1:1 complex formation between res-
veratrol and the studied CDs. The K, values give by the slope of the
plots (Table 1) were similar to those obtained by the Benesi-Hilde-
brand plot and non-linear regression.
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[cDs]"!

(F-F,JCDs]
8
T

(F-Fo)

Fig. 4. (A) Benesi-Hildebrand plot for resveratrol-CDs (Eq. (7)). (W) p-CDs, (@) G-fi-
CDs, () HP-p-CDs. (B) Scatchard plot for resveratrol-CDs (Eq. (8)). (W) p-CDs, (@)
Gy-P-CDs, (O) HP-B-CDs.

Comparing the K. values obtained for the complexation of res-
veratrol by fi-, HP-p- and G,-p-CDs using the different methods
(Table 1), shows that the enzymatic and solubility methods pro-
vide similar values, while the fluorimetric method gives lower val-
ues for all three CDs studied.

To determine which method is more accurate (enzymatic or
fluorimetric), the so-called CD assay (Lopez-Nicolds, Bru, & Gar-
cia-Carmona, 1997; Lucas-Abellin et al., 2007), in which the total
CD and resveratrol concentrations are set so that the free resvera-
trol concentration remains constant, was carried out for the HP-fi-
CDs. By using the K values determined enzymatically or fluorimet-
rically and Eq. {3), we have performed the corresponding CD assay.
It is expected that when the concentration of effective free resvera-
trol is constant, the rate of resveratrol oxidation by LOX (uM/min)
is constant too, independent of the total resveratrol concentration.
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Fig. 5. Cyclodextrin assay. The HP-P-CDs and resveratrol total concentrations used
in each case, were calculated to obrain two diff free 1 cone i

by using the K. values obtained by the enzymatic method and Eq. (3) (@) 15 uM
free resveratrol, (W) 5 M free resveratrol) and the fluorimetric method ((C) 15 M
free resveratrol, (0] 5 uM free resveratrol). The oxidation of free resveratrol was
followed in 100 mM sodium borate buffer {pH 9.0) using 50 nM of LOX.

As shown in Fig. 5, the results obtained using enzymatically deter-
mined K. (18,048 £ 625 M ') were as expected (the LOX activity
was independent of total CDs and resveratrol concentrations),
but those obtained with fluorimetrically determined K. (11,035 +
897 M ') deviated from expectations (the LOX activity did not re-
main constant), indicating that the free resveratrol concentration is
not the same in all cases, so, the value of K, used is not correct.
Thus, the differences observed between the enzymatically and
fluorimetrically obtained constants (Table 1) are very important
as regards the real effective resveratrol concentration. It can be
concluded that fluorimetric determination undervalues the K
the free resveratrol concentration being higher than expected
and explaining the increase in LOX activity observed in Fig. 5.

In conclusion, HP-p-CDs are the most effective agents for com-
plexing resveratrol regardless of the K. calculation method used.
Fluorimetric method undervalues the K., in the resveratrol case,
s0 the enzymatic and solubility methods are most accurate for cal-
culating the K. between resveratrol and CDs. Moreover, in the case
of resveratrol and other compounds that could be oxidized by dif-
ferent enzymes the optimum method to calculate its K is the enzy-
matic one, because of the high specificity of the enzymes acting
only on free substrate.
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1. ABSTRACT

The antioxidant activity of resveratrol in the absence and presence of
increasing concentrations of HP-B-CDs was determined using three different
methods: ORAC, ABTS and DPPH. The three methods were validated and compared
for their linearity, precision and accuracy in measuring resveratrol antioxidant
activity. The results indicated that the most sensitive method is the ORAC assay,
which can measure the lowest resveratrol concentration (0.15-2puM) with the highest
precision. In the presence of increasing concentrations of HP-B-CDs, the antioxidant
activity of resveratrol was seen to increase when it was measured by the ORAC and
ABTS assays. However, no increase was observed when the DPPH assay was used.
With the ORAC assay, the antioxidant activity increased until all the resveratrol had
been included in HP-B-CDs (0.4 mM CDs), whereas in the case of ABTS assay the
plateau in antioxidant activity was reached after 2 mM HP-B-CDs, suggesting that the
CDs interferences in the measurement method. When the DPPH assay was used, no
effect of whereasing HP-B-CDs concentration was observed indicating that in a
methanolic medium resveratrol is free. Therefore, so this method can not be used to

measure the effect of resveratrol complexation with CDs on its antioxidant activity.

Keywords: Antioxidant activity, Resveratrol, Cyclodextrins, ORAC-FL, ABTS, DPPH.
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2. INTRODUCTION

Reactive oxygen species (ROS) are an entire class of highly reactive molecules
derived from the metabolism of oxygen and, are often generated as by-products of
biological reactions or by exogenous factors. In vivo, some of these ROS play a
positive role in cell physiology; however, they may also do great damage to cell
membranes and DNA, inducing the oxidation that causes membrane lipid
peroxidation, decreased membrane fluidity and other DNA mutations, that may lead
to cancer, degenerative diseases and others (Finkel, & Holbrook, 2000).

Antioxidants are chemical substances that reduce or prevent oxidation. The
growing interest in free radical biology and the lack of effective therapies for most
chronic diseases have meant that the usefulness of antioxidants in protection against
these diseases is increasingly studied.

Many studies have shown that phenolic compounds display antioxidant
activity as a result of their capacity to scavenge free radicals (Seyoum, Asres, Kandeel
& El-Fiky, 2006). They can also act as antioxidants by chelating metal ions, preventing
radical formation and improving the antioxidant endogenous system (Al-Azzawie, &
Alhamdani, 2006). These compounds are known to act as antioxidants not only
because of their ability to donate hydrogen or electrons, but also because they are
stable radical intermediates.

Trans-resveratrol (trans-3,5,4'-trihydroxystilbene) is a triphenolic phytoalexin
found in a variety of plant species such as grapevines, mulberries, peanuts and the
dried roots and stems of Polygonium cuspidatum (Japanese knotweed). Its synthesis is
triggered by plant stress conditions such as fungal infection, UV irradiation, and
exposure to ozone or heavy metal ions (Fremont, 2000; Sanders, McMichael, &
Hendrix, 2000). Resveratrol has attracted considerable attention due to its
cardioprotective and cancer chemopreventive activities (Jang, Cai, Udeani, Slowing,
Thomas, & Beecher, 1997), which explain the great interest shown in consuming
grapes, wines and dietary products containing this phytoalexin. However, its
therapeutic usefulness is limited because of its high hydrophobicity and sensitivity to

external agents such as air, light and oxidative enzymes. In order to avoid this
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limitation, our group has recently suggested including resveratrol in cyclodextrins
(CDs) (Lucas-Abellan, Fortea, Gabaldén, & Nuinez-Delicado, 2008).

The growing interest in the physiological benefits of natural antioxidants has
been matched by acceleration in the development of analytical and biological
methodologies for measurement of both the levels and antioxidant potential of these
compounds. Numerous in vitro studies have been conducted to evaluate the total
antioxidant capacity of food products. So far, however, there is no official
standardised method, and therefore it is recommended that each evaluation should
be made with various oxidation conditions and different methods of measurement
(Frankel, & Meyer, 2000).

The methods most commonly used to determine the total antioxidant
capacity differ in terms of their assay principles and experimental conditions, and fall
into two major groups: assays based on a single electron transfer reaction, monitored
through a change in colour as the oxidant is reduced, and assays based on a hydrogen
atom transfer reaction, where the antioxidant and the substrate (probe) compete for
free radicals (Huang, Ou, & Prior, 2005). Electron transfer reaction assays include the
Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC or ABTS) assay, the ferric reducing
ability of plasma (FRAP) assay, the copper reduction (CUPRAC) assay, and the 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging capacity assay. Hydrogen
atom transfer reaction assays include the crocin bleaching assay, the total peroxyl
radical-trapping antioxidant parameter (TRAP) assay, and the oxygen radical
absorbance capacity (ORAC) assay (Huang et all, 2005; Prior, Wu, & Schovich, 2005).
Of all these methods, ABTS, DPPH and ORAC are among the most widely used.

ABTS™ and DPPH" radicals are foreign to biological systems. The ABTS assay
measures the relative ability of antioxidants to scavenge the ABTS™ generated in an
aqueous phase, compared with the Trolox standard. The method is usually expressed
as Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC). The method is rapid and can be
used over a wide range of pH values, in both aqueous and organic solvent systems
(Arnao, Cano, & Acosta, 1999; Lemanska, Szymusiak, Tyrakowska, Zielinski, Soffer,
& Rietjiens, 2001).

The DPPH" is a stable free radical with an absorption band at 515 nm. This assay
measures the losses in absorption when DPPH" radical is reduced by an antioxidant
or free radical species. This method is widely used to determine the antioxidant

activity of purified phenolic compounds as well as natural plant extracts (Brand-
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Williams, Cuvelier, & Berset, 1995; Sripriya, Chandrasekharan, Murty, & Chandra,
1996; Bondet, Brand-Williams, & Berset, 1997; Mahinda, Shahidi, 2000; Peyrat-
Maillard, Bonnely, & Berset, 2000; Fukumoto, & Mazza, 2000) Using this method, the
antioxidant activity can be evaluated over time, because most phenolic antioxidant
reacts slowly with DPPH’, reaching the steady state in 1-6 hours (15). However, like
ABTS, it has limited relevance to biological systems.

The ORAC-FL assay is said to be more relevant because it uses a biologically
relevant radical source (Prior et all, 2003). This method measures the ability of
antioxidants to protect fluorescein (FL) from damage by free radicals. It consists of
measuring the decrease in the fluorescence of FL when it suffers oxidative damage
caused by a source of peroxyl radical (ROO®) such as 2,2’-azobis(2-amidino-propane)
dihydrochloride (AAPH). A major advantage of ORAC is that the method is
automated and largely standardized; hence, values can be easily compared across
laboratories. Also, the ORAC method is reported to mimic antioxidant activity of
phenols in biological systems better than other methods since it uses biologically
relevant free radicals and integrates both time and the degree of activity of
antioxidants (Cao, Sofic, & Prior, 1996; Cao, & Prior, 2001; Ou, Huang, Hampsch-
Woodill, Flanagan, & Deemer, 2002).

The aim of this paper is to compare the efficiency of ORAC ABTS and DPPH,
assays for the in vitro evaluation of the antioxidant activity of resveratrol in the

presence of CDs.

3. MATERIALS AND METHODS

3.1. REAGENTS

Methanol (MeOH) of analytical grade was supplied by Merck (Darmstad,
Germany). Mili-Q system (Millipore Corp., Bedford, MA) ultrapure was used
throughout this research. Resveratrol was purchased from Sigma (Madrid, Spain).
Hydroxypropyl-p-cyclodextrins (HP-B-CDs) were from TCI (Europe). Trolox (6-
hidroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid), 2,2’-azobis(2-
amidinopropane) dihydrochloride (AAPH), 2,2’-azinobis (3-
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ethylbenzothialozinesulfonic acid) (ABTS), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH")
and fluorescein (FL) were purchased from Sigma (Madrid, Spain). All other chemicals

used were of analytical grade.

3.2. DPPH ASSAY

Samples were analysed according to the technique reported by Brand-
Williams et al. (Brand-williams et all, 1995). The stock solution was prepared by
dissolving 24 mg of DPPH with 100 mL in MeOH, and then stored at -20 °C in the
dark until needed. The working solution was obtained by diluting 10 mL of stock
solution with 45 mL MeOH, to obtain an absorbance of 1.1+0.1 units at 515 nm, using
a Shimadzu UV-1063 spectrophotometer. Briefly, a volume of 10 pL of different
resveratrol concentrations, alone or in the presence of HP-B-CDs, was added to 990
pL of 0.094 mM DPPH® in MeOH, to reach one mL. To determine the reaction
kinetics, the assays were continuously monitored at 515 nm over a 1 h period at 25 °C.
Most of the samples tested showed residual reactivity even after 1 h. However,
changes in absorbance were minimal for all samples after 20min.

The antioxidant abilities were expressed as uM Trolox equivalents by using a
Trolox calibration curve prepared for a concentration range of 0-5 M. Each sample

was analysed in triplicate.

3.3. ABTS METHOD

The antioxidant activity of resveratrol alone or in the presence of CDs, was
determined by using ABTS™ radical cation (Miller, Rice-Evans, Davies, Gopinathan,
& Milner, 1993). The method is based on the ability of an antioxidant to reduce
ABTS' into its colourless form. For ABTS™+ generation from ABTS salt, 3 mM of
K25,05 was reacted with 8 mM ABTS salt in sodium phosphate buffer (75 mM, pH
7.4), for 16 h at room temperature in the dark. The ABTS™* solution was then diluted
with sodium phosphate (buffer 75 mM, pH 7.4) to obtain an initial absorbance of
1.1+0.1 at 414 nm, using a Shimadzu UV-1063 spectrophotometer. Fresh ABTS™
solution was prepared everyday. The reaction kinetics was determined at 414 nm

over a 1 h period, by continuously monitoring, at 25 °C. Most of the samples tested
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showed residual reactivity even after 1 h. However, changes in absorbance were
minimal for all samples after 30 min.

The antioxidant abilities were expressed as uM Trolox equivalents by using a
Trolox calibration curve prepared for a concentration range of 0-3 M. Each sample

was analysed in triplicate.

3.4. ORAC-FL ASSAY

The oxygen radical absorbance capacity was determined as described by
Davalos et al. (Davalos, Goémez-Cordovés, & Bartolomé, 2004) with slight
modifications. The ORAC analyses were carried out on a Synergy HT multi-detection
microplate reader, from Bio-Tek Instruments, Inc. (Winooski, Vt, USA), using 96-well
polystyrene microplates with black sides and clear bottom, purchased from Nalge
Nunc International. Fluorescence was read through the clear bottom, with an
excitation wavelength of 485/20 nm and an emission filter of 528/20 nm. The plate
reader was controlled by KC4, version 3.4, software. The reaction was carried out in
75 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4), and the final reaction mixture was 200 pL.
FL (100 uL; 3 nM, final concentration) and resveratrol in the absence or presence of
HP-B-CDs (70 pL) solutions, were placed in the wells of the microplate. The mixture
was preincubated for 30 min. at 37 °C, before rapidly adding the AAPH solution (30
pL; 19 mM, final concentration) using a multichannel pipette. The microplate was
immediately placed in the reader and the fluorescence recorded every 1.14 min. for
120 min. The microplate was automatically shaken prior to each reading. A blank
with FL and AAPH using sodium phosphate buffer instead of the antioxidant
solution, and eight calibration solutions using Trolox C (from 6.25 to 31.25 pM) as
antioxidant were also used in each assay. All reaction mixtures were prepared in
triplicate and at least three independent assays were performed for each sample. In
order to avoid a temperature effect, only the inner 60 wells were used for
experimental purposes, while the outer wells were filled with 200 puL of distilled

water. The antioxidant abilities were expressed as pM Trolox equivalents.
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4. RESULTS AND DISCUSION

The antioxidant activity of resveratrol in the absence and presence of
increasing concentrations of HP-B-CDs was determined using three different
methods: ORAC ABTS and DPPH. In order to compare the results obtained by these
three methods, Trolox was used as a standard in all cases, and the antioxidant

capacity was expressed as pM Trolox equivalent.

4.1. METHODS VALIDATION.

The three methods were validated to quantify the antioxidant activity of
resveratrol. ABTS and DPPH were stable when no antioxidant compound was added
for at least 60 min under the reaction conditions used. FL. was also stable at least 120
min when no AAPH was added to the reaction medium under the excitation

conditions used.

4.2. LINEARITY.

The linear relationship between the antioxidant activity and antioxidant
concentration was calculated using Trolox (Figure IV.1) and resveratrol (Figure IV.2)
at different concentrations in the ORAC, ABTS and DPPH assays. The regression
analysis in Figure 2 points to the linear response between the resveratrol

concentration and the pM Trolox equivalents, yielding the following equations:

ORAC method: ¥ = 0.45+12.05x r’ =0.998
ABTS method: Yy =6.8*107* +0.33x r? =0.998
DPPH method: y = 0.095+0.044x  r? =0.996

4.3. LIMIT OF QUANTIFICATION (LOQ) AND LIMIT OF DETECTION (LOD).

The limit of detection or least detectable dose (LOD) is the smallest
concentration of the analyte that produces a signal significantly different from zero
with a stated degree of confidence. There is a general consensus in favour of selecting
the analyte dose providing three times the standard deviation (SD) from the mean

measurement of the blank dose signal. The LOD was estimated by analysis of five
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sets of 12 replicates of the zero standards (Gabaldén, Maquierira, & Puchades, 2007).
The mean value plus 3-fold SD corresponded to an estimated limit of detection of
0.042, 0.3 and 1.3 pM of resveratrol for ORAC, ABTS and DPPH assays, respectively
(Table 1).

The limit of quantification (LOQ) is the smallest concentration of analyte that
can be measured in samples so as to yield a predicted concentration with a stated
relative precision and accuracy (Michaliak, Berberich, Nelson, Karu, & Wong, 1995).
Commonly, the selected LOQ is defined by the mean value plus 10-fold SD. The LOQ
was calculated on the basis of the analysis of 20 samples with 0.15 uM, 0.5 uM and 5
uM of resveratrol for ORAC, ABTS and DPPH assays, respectively (data not shown).
The mean concentration determined for the 20 samples was 0.15+0.007, 0.5+0.03 and
5.02+0.17 uM for ORAC, ABTS and DPPH assays, respectively (Table IV.1).

4.4. PRECISION.

Assay precision was tested by repeatability (intra-day variation) and
reproducibility (inter-day variation) studies. Six samples of resveratrol (1.5 uM) were
analysed six times (in triplicate), on the same day (repeatability) and of five different
days (reproducibility) by using the ORAC and ABTS assays. The SD and intra and
inter-day coefficient of variation (%CV) of the three methods were calculated, giving
values of 3% and 11%, respectively, for the ORAC assay, and 5% and 13%,
respectively, for ABTS assay. In the case of the DPPH assay six samples of 15uM
resveratrol were analysed giving intra and inter-day %CV of 8% and 15%,

respectively (Table IV.1).

4.5. RUGGEDNESS.

To determine the ruggedness of three methods, 1.5 ptM of resveratrol was
analyzed using the ORAC and ABTS assay; and 15 pM using the DPPH assay. During
a 30 days period the pM Trolox equivalent presented a CV of 7.6%, 9.3% and 10.5%
for ORAC, ABTS and DPPH assays, respectively (data not shown), confirming the
reliability of the assays (Table IV.1).
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Table IV.1.: Values of more representative validation parameters.

Precision (%)

Assay Linearity LOD (uM) LOQ (uM) Intraday Interday Ruggedness

method (%)
ORAC 0.15-2 0.042+0.003  0.15+0.007 3 11 7.6
ABTS 0.5-7.5 0.31£0.01 0.5+£0.03 5 13 9.3
DPPH 5-90 1.3+0.06 5+0.17 8 15 10.5

The data obtained with these three methods showed that the highest
antioxidant activity was observed using the ORAC method, whereas ABTS and
DPPH assays reported lower values (Table IV.2.). These results agree with those
described in the literature (Awika, Rooney, Wu, Prior, & Cisneros-Zevallos, 2003;
Zulueta, Esteve, & Frivola, 2009). The ORAC assay as used in this paper permitted us
to measure the antioxidant activity of resveratrol in the absence of CDs in a range
from 0.15 to 2 pM. In the case of the ABTS assay, the range of resveratrol that could
be measured was from 0.5 to 7.5uM and in the case of DPPH method from 5 to 90 tM
(Table 1). These results indicated that the most sensitive method for measuring
resveratrol antioxidant activity was the ORAC assay, which can measured the lowest
resveratrol concentration (0.15-2pM) with the highest precision (Table IV.1.). The
least sensitive method to measure the antioxidant activity of resveratrol was the
DPPH assay, which only serves to measure high resveratrol concentrations (5-90uM),
but is not capable of quantifying the antioxidant activity of resveratrol concentrations
below 5uM. It is important to note that resveratrol concentration in foods is very low,
so, the ORAC method must be considered best for quantifying the antioxidant

activity of resveratrol in such cases.

4.6. ANTIOXIDANT CAPACITY OF RESVERATROL IN THE PRESENCE OF CDs.

To compare the efficiency of each method for measuring the antioxidant
activity of phenolic compounds in the presence of cyclodextrin, the antioxidant

activity of resveratrol was evaluated in the presence of increasing concentrations of
HP-B-CDs using the ORAC, ABTS and DPPH assays.
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Table IV.2: Antioxidant activity values obtained with ORAC, ABTS and DPPH assays.

M Trolox
0.5 6 0.17 -
1.5 18 0.49 -
5 - 1.65 0.315
15 - - 0.755

When increasing concentrations of HP-B-CDs were added to the reaction
medium at different resveratrol concentrations, a clear increase in the antioxidant
activity was observed when the ORAC and ABTS assays were used (Figures IV. 3.A
and B), but no effect was observed when the DPPH assay was used (Figure IV. 3.C).
As can be seen in Figures IV.3.A and B, when HP-B-CDs increased the antioxidant
activity of resveratrol also increased up to saturation, although this effect was only
evident when measured by the ORAC or ABTS assays. When the ORAC assay was
used at the saturation level (0.4 mM CDs), resveratrol showed almost double the
antioxidant activity in the presence of CDs than in its absence of CDs for resveratrol
at 0.5 and 1.5 uM (Figure IV.3.A).

This effect on the antioxidant activity of resveratrol may be due to the
formation of inclusion complexes between resveratrol and HP-B-CDs as has been
previously described in the literature (Lucas-Abelldin, Mercader-Ros, Zafrilla,
Gabaldon, & Nuifiez-Delicado,2008; Lu, Cheng, Hu, Zhang, Zou, 2009).

It is important to note that when the ORAC assay was used, the plateau was
reached at 0.4 mM HP-B-CDs, indicating that all the resveratrol had been complexed,
and so, the antioxidant activity of resveratrol remained constant (Lucas-Abellan et all,
2008).

However, in the case of the ABTS assay, the plateau in the antioxidant
activity curve was reached at 2 mM HP-B-CDs (Figure IV.3.B). The higher CDs
concentration needed to reache the plateau than in to the ORAC assay may be
because CDs interfere with the measurement method, complexing the ABTS™.

Resveratrol and ABTS™ compete for the hydrophobic cavity of HP-B-CDs. Using the
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ORAC assay it was not possible to measure the antioxidant activity of resveratrol at
concentrations higher than 1.5 uM in the presence of CDs because the measurement
times exceeded the 2 hours established as optimum for this assay. In the case of the
ABTS assay, the highest resveratrol concentration that could be measured in the
presence of HP-B-CDs was 3.5 uM above which the decrease in absorbance was so
great that in less that 2 min the absorbance was less than 0.1, and the method could
not be considered valid.

When the DPPH assay was used to measure the antioxidant activity of
resveratrol in the presence of HP-B-CDs, no effect was observed as the CDs
concentration increased (Figure IV.3.C), suggesting that the methanolic medium of
the DPPH assay prevents resveratrol complexation in the hydrophobic cavity of CDs.
In such conditions, resveratrol is free in the assay medium, so CDs have no effect on
its antioxidant activity. Therefore, the DPPH assay can not be used to measure the
effect of resveratrol complexation in CDs on its antioxidant activity.

In conclusion, the ORAC-FL approach is the best method for quantifying the
antioxidant activity of phenolic compounds complexed in CDs, because of its
sensitivity and the fact that the FL and AAPH do not interference with CDs
complexation. In the case of the ABTS assay, the ABTS™ competes with phenolic
compounds to enter in to the hydrophobic cavity of CDs, so CDs interferes with the
measurement method. With respect to the DPPH assay, the hydrophobic nature of
the medium prevents the complexation of phenolic compounds in the hydrophobic

cavity of CDs, so it can not be used to measure this effect.
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ORAC-Fluorescein Assay To Determine the Oxygen
Radical Absorbance Capacity of Resveratrol
Complexed in Cyclodextrins
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The effect of the complexation of resveratrol with hydroxypropyl-j3-cyclodextrins (HP-3-CDs) on the
antioxidant capacity of the polyphenol is studied for the first time by means of the oxygen radical
absorbance capacity (ORAC) method, using fluorescein (FL) as the fluorescent probe. The method
is validated through its linearity, precision, and accuracy for measuring the ORAC of resveratrol in
the absence or presence of cyclodextrins (CDs). The complexation of resveratrol in CDs increased
the net area under the FL decay curve (net AUC) of resveratrol up to its saturation level, at which the
polyphenol showed almost double the antioxidant activity it shows in the absence of CDs. The
complexation constant (K;) between resveratrol and HP--CDs was calculated by linear regression
of the phase solubility diagram (K. = 18048 M~"). The antioxidant activity of resveratrol was dependent
on the complexed resveratrol because CDs acts as a controlled dosage reservoir that protects
resveratrol against rapid oxidation by free radicals. In this way, its antioxidant activity is prolonged

and only reaches its maximum when all the resveratrol is complexed.

KEYWORDS: F ol; cycl

INTRODUCTION

Resveratrol (trans-3,5.4 -trihydroxystilbene) is a natural
polyphenol found in a variety of plants, for example in grapes
and peanuts (7), where it is produced during environmental stress
or pathogenic attack (2). It is found principally in the skins and
seeds of grape berries and therefore usually occurs in greater
concentrations in red than in white wines due to skin contact
during fermentation.

This phytoalexin has been reported to have antiplatelet (3),
anti-inflammatory (4, 5), and anticarcinogenic effects (6). The
various activities of resveratrol have been attributed to its
antioxidant properties (7), which contribute to controlling the
intracellular redox balance by inhibiting the formation of reactive
oxygen species (6). The phenolic nature of resveratrol explains
its antioxidant activity.

The high hydrophobicity of resveratrol and its sensitivity to
external agents such us air, light, and oxidative enzymes may
constitute a serious problem for its biocavailability in the
formulation and manipulation of functional foods.

In recent years, cyclodextrins (CDs) complexation has been
successfully used to improve the solubility, chemical stability
and bioavailability of a number of poorly soluble compounds.
CDs are a group of naturally ocecurring cyclic oligosaccharides
derived from starch with six o-cyclodextrins, seven ff-cyclo-

* Corresponding author. Fax: #34968-278620. E-mail: enunez@
pdi.ucam.edu.
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dextrins, or eight y-cyclodextrins glucose residues, linked by
@(1—4) glycosidic bonds (8). In the pharmaceutical, cosmetics
and food industries, cyclodextrins have been used as complexing
agents to increase the water solubility of various compounds,
such as drugs, vitamins, and food colorants, increasing the
solubility, stability, and bioavailability of the guest molecule
(9-11).

As has been recently described by our group, CDs can be
used as resveratrol complexation agent, not only to increase the
total resveratrol concentration in agueous solution, while the
free resveratrol concentration remains constant, but also to
decrease the free resveratrol concentration in aqueous solution,
while the total concentration remains constant (/2). In both
cases, CDs acts as substrate reservoir in a dosage-controlled
manner.

The complexation of resveratrol by CDs delays resveratrol
enzymatic oxidation (/2), but it is not known whether entrap-
ment in the internal cavity of CDs affects the antioxidant
capacity of the polyphenol.

There are several methods available to determine antioxidant
activity in vitro (/3). However, the oxygen radical absorbance
capacity (ORAC) method, adapted to use fluorescein (FL) as
fluorescent probe, is increasingly used for this purpose in
biological samples and foods. The ORAC method is based on
inhibition of the peroxyl-radical-induced oxidation initiated by
thermal decomposition of azo-compounds, like 2,2 -azobis(2-
amidinopropane) dihydrochloride (AAPH), and is the only

© 2008 American Chemical Society
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method that combines both inhibition time and inhibition degree
into a single quantity (/4).

In the present paper, the effect of hydroxypropyl-fS-cyclo-
dextrins (HP-{3-CDs) on the antioxidant capacity of resveratrol
against reactive oxygen species (ROS) is studied by ORAC-
fluorescein (ORAC-FL) method (/5). The antioxidant capacity
of resveratrol in agueous solution in the absence and presence
of CDs has been studied for the first time, using an ORAC-FL
assay adapted to manual handling and a conventional fluores-
cence plate reader.

MATERIAL AND METHODS

Chemicals. FL, AAPH, 6-hydroxy-2,5,7 8-tetramethylchroman-2-
carboxylic acid (Trolox C), and resveratrol were purchased from Sigma
(Madrid, Spain). HP-g-CDs were from TCI (Europe). All other
chemicals used were of analytical grade.

An FL stock solution (4 M) was made in 75 mM sodium phosphate
buffer (pH 7.4) and was stored at —20 °C for 4 weeks. An FL solution
was prepared daily in 75 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4) by
diluting the stock FL 1o a final concentration of 6 nM. Solutions of
0.25 mM Trolox C and 15 4M resveratrol in 75 mM sodium phosphate
buffer (pH 7.4) were prepared and aliquoted into small vials for storage
at —80 °C until use. A 127 mM AAPH solution in 75 mM sodium
phosphate buffer (pH 7.4) was prepared daily.

ORAC-FL Assay. The ORAC analyses were carried out on a
Synergy HT multidetection microplate reader, from Bio-Tek Instru-
ments, Inc. (Winooski, VT), using 96-well polystyrene microplates with
black sides and clear bottom, purchased from Nalge Nunc International.
Fluorescence was read through the clear bottom, with an excitation
wavelength of 485/20 nm and an emission filter of 528/20 nm. The
plate reader was controlled by KC4, version 3.4, software. The oxygen
radical absorbance capacity was determined as described by Divalos
et al. (16) with slight modifications. The reaction was carried out in 75
mM sodium phosphate buffer (pH 7.4), and the final reaction mixure
was 200 gL, FL (100 gL; 3 nM, final concentration) and resveratrol in
the absence or presence of HP-F-CDs (70 uL) solutions were placed
in the wells of the microplate. The mixture was preincubated for 30
min at 37 °C, before rapidly adding the AAPH solution (30 uL: 19
mM, final concentration) using a multichannel pipet. The microplate
was immediately placed in the reader and the fluorescence recorded
every 1.14 min for 120 min. The microplate was automatically shaken
prior to each reading. A blank with FL and AAPH using sodium
phosphate  buffer instead of the antioxidant solution and eight
calibration solutions using Trolox C (6.25, 12.5, 15, 18.75, 21.25, 25,
27.5, and 31.25 M) as antioxidant were also used in each assay. All
reaction mixtures were prepared in triplicate, and at least three
independent assays were performed for each sample. In order to avoid
a tlemperature effect, only the inner 60 wells were used for experimental
purposes, while the outer wells were filled with 200 uL of distilled
waler.

The results were expressed as relative fluorescence with respect to
the initial reading. The area under the fluorescence decay curve (AUC)
was calculated by the equation

1'=I!uf
AUC=1+ Y M

i=1.1470

where f; is the initial fluorescence reading at 0 min and f is the
fluorescence reading at time i. The net AUC comresponding to the
sample was calculated by subtracting the AUC corresponding to the
blank. Data processing was performed using Sigmaplot software
package (Jandel Scientific, German).

Phase Solubility Diagram. A phase solubility diagram was con-
structed according to Higuchi and Connors (/7). Excess amounts of
resveratrol were added o aqueous solutions containing increasing
concentrations HP-3-CDs (up to 100 mM) in 10 mL of 75 mM sodium
phosphate buffer (pH 7.4) at 25 °C. The samples were placed in an
ultrasonic bath for 60 min to reach equilibrium. The aqueous solutions
were filtered through a 0.2 ym cellulose membrane filter and diluted
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Figure 1. FL fluorescence decay curves induced by AAPH in the presence

of resveratrol at different concentrations: blank (@), resveratrol: 0.3 uM

(), 0.5 uM (), 0.75 M (00), 1.12 1M (4), 1.5 uM (a) and 2.02 uM

(#).

in 80% ethanol-water. The resveratrol (ey2 = 28993 M™' em ™)
concentration was spectrophotometrically determined in a Shimadzu
maodel UV-1063 spectrophotometer.

RESULTS AND DISCUSSION

The purpose of this paper is to demonstrate the effect of the
inclusion of resveratrol in CDs on the antioxidant activity of
resveratrol using the ORAC-FL method,

Method Validation. The fluorescence signal of FL was
constant for at least 120 min when no AAPH was added,
indicating that FL was photostable under the excitation condi-
tions used (data not shown).

Linearity. Figure 1 shows the FL fluorescence decay curves
in the presence of resveratrol and AAPH. The linear relationship
between net area and antioxidant concentration was calculated
using Trolox C (Figure 2A) and resveratrol (Figure 2B) at
different concentrations. The regression analysis in Figure 2B
points to the linear response between the resveratrol concentra-
tion and the net AUC, yielding the following equation:

y=10.664 + 17.1097x (2)
with a correlation coefficient () of 0.998 (Table 1).

Limit of Quantitation (LOQ) and Limit of Detection
(LOD). The limit of detection or least detectable dose (LOD)
is the smallest concentration of the analyte that produces a signal
significantly different from zero with a stated degree of
confidence. There is a general consensus in favor of selecting
the analyte dose providing 3 times the standard deviation (SD)
from the mean measurement of the blank dose signal. The LOD
was estimated by analysis of five sets of 12 replicates of the
zero standards ( /8). The mean absorbance value plus 3-fold SD
corresponded to an estimated limit of detection of 0.042 uM of
resveratrol.

The limit of quantification (LOQ) is the smallest concentration
of analyte that can be measured in samples so as to yield a
predicted concentration with a stated relative precision and
accuracy (/9). Commonly, the selected LOQ is defined by the
mean absorbance wvalue plus 10-fold SD. The LOQ was
calculated on the basis of the analysis of 20 samples with 0.141
#M of resveratrol (data not shown). The mean concentration
determined for the 20 samples was 0.15 #M with a 5D of 0.007
uM (Table 1).
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Table 1. Values of More Representative Validation Parameters

precision (%)
linearity ruggedness
(M) LOD (M) LOQ (uM)  interday  intraday (%)
0.25-2.0 004240004 0.154 0.007 1 3 76

Precision. Assay precision was tested by repeatability (in-
traday variation) and reproducibility (interday variation) studies.
Six samples were fortified at 0.5 gM, and the resveratrol
concentration was measured six times (by triplicate), on the same
day (repeatability) and of five different days (reproducibility).
The SD and intra and interday coefficient of variation (% CV)
of the ORAC values were calculated giving values of 3% and
11%, respectively (Table 1).

Ruggedness. To determine the ruggedness of the method,
1.5 uM of resveratrol was analyzed for 30 days, during which
time the net AUC presented a CV of 7.6% (data not shown),
confirming the reliability of the assay (Table 1).

Antioxidant Capacity of Resveratrol in the Presence of
CDs. When the decay curves of FL in the presence of resveratrol
alone were compared with those in the presence of HP-3-CDs
2 mM, an increase in the area under the curve was observed
(Figure 3A). As can be seen in Figure 3A, the slope of the
curves from resveratrol alone [0.75 uM (O) or 1.5 uM (O)]
were higher than those for resveratrol-CDs complex [0.75 uM
(@) or 1.5 «M (W)]. This fact originated an increase in the lasting
time of its activity.

Lucas-Abellan et al.

Relative Fluorescence Intensity

Net AUC
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Figure 3. (A)FL fluorescence decay curves induced by AAPH in the
presence of resveratrol alone, (0.75 uM (O) and, 1.5 uM () and with
HP-j3-CDs 2 mM (resveratrol 0.75 M (@) and, resveratrol 1.5uM (W)).
(B) Effect of HP-3-CDs concentration on the net AUC of resveratrol 1.5
uM (@), 1.12 1M (0), 0.75 xM (M) and 0.5 uM (00).

When increasing concentrations of HP-f-CDs were added
to the reaction medium at different resveratrol concentrations
(0.5, 0.75, 1.12, and 1.5 4M), a clear increase in the antioxidant
activity was observed in all cases (Figure 3B). It was not
possible to measure the net AUC of resveratrol concentrations
higher than 1.5 #M in the presence of CDs because the measure
times exceeded 2 h, established as optimum for the ORAC assay.
As can be seen in Figure 3B, when HP-3-CDs increased, the
net AUC of resveratrol also increased up to saturation at (0.4
mM) HP-fi-CDs. At the saturation level, resveratrol showed
almost double the antioxidant activity in the presence than in
the absence of CDs in all cases studied (Figure 3B). This effect
on antioxidant activity may be due to the formation of inclusion
complexes between resveratrol and HP-#-CDs. Indeed, such
complexation has recently been demonstrated for 3-CDs and
maltosyl-f-CDs (G,-f-CDs) by our group (/2). From these
results, it was possible to deduce that the OH group of
monophenolic ring of resveratrol is implied in the complexation
process, because of the increase in antioxidant activity observed
after complexation process and the decrease observed in the
oxidation of resveratrol by lipoxygenase (/2). Moreover, it has
been described in the literature that phenolic groups are
entrapped in the hydrophobic cavity of cyclodextrins.

In order to corroborate that resveratrol is complexed by HP-
f-CDs in 75 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4), and to
calculate its complexation constant, K., a phase solubility
diagram was carried out (/7) (Figure 4). The linear relationship
observed between HP-A-CDs and resveratrol concentration
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Figure 4. Phase solubility diagram of resveratrol with HP-3-CDs in sodium
phosphate buffer (75 mM, pH 7.4) at 25 °C.

(Figure 4) corresponded to a 1:1 complex formation, so that
the equilibrium between resveratrol and HP--CDs can be
expressed as

K,
[resv];+ [CD]; = [resv-CDI (3)

where the complexation constant, K., is defined as

_ [resv-CD]

= [resv],ICD]; “)

The K. value was calculated using the equation described by
Higuchi and Connors (17):

- slope )
£ 81 —slope)

where 5y is the solubility of resveratrol in 75 mM sodium
phosphate buffer (pH 7.4) (5 = 45 uM). The K. value obtained
was 18048 M~'. This K. value is much higher than that
obtained for #-CDs or G»ff-CDs (4317 and 5130 M,
respectively) (12).

At the concentrations studied in this paper (up to 2 uM),
resveratrol is soluble in the reaction medium (So = 45 uM).
So, the increase in net AUC observed in Figure 3 with
increasing CDs, can not be attributed to the solubilization of
resveratrol, as has previously been described to the case of
a-tocopherol (20) and lycopene (27). In the case of resveratrol,
when it is complexed, HP-f-CDs acts as a reservoir of controlled
substrate dosage that protects resveratrol against its rapid
oxidation by AAPH radical. So, its antioxidant activity is
prolonged and only reaches a maximum when all resveratrol is
complexed (a minimum quantity of free resveratrol is always
present because the complexation phenomenon is a dynamic
equilibrium).

In order to clarify whether the increase in antioxidant activity
of resveratrol is due to protection by HP-3-CDs, the free
resveratrol concentration ([resv]y) at each point of Figure 3 was
calculated using the K. value previously obtained (18 048 M™")
and the following equation (12):

[resv],=(—(|CD] K_— [resv] K.+ 1)+

V(ICDJ,K, — [resv],K, + 1) +4K [resv])2K. (6)

replotting the data and data in Figure 5. This Figure 5 showed
that the points of different curves in Figure 3 that reached the
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Figure 5. Effect of increasing concentrations of HP-3-CDs on free
resveratrol concentration. Total resveratrol concentration: 1.5 uM (@), 1.12
#M (O), 0.75 uM (), and 0.5 «M (O). Inset: Effect of free resveratrol
concentration on net AUC. The free resveratrol concentrations were
calculated from data shown in Figure 3, using eq 6 (see text for details).
Total resveratrol concentration: 1.5 uM (@), 1.12 2M (O}, 0.75 1M (m),
and 0.5 xM (0).

maximum net AUC, independently of total resveratrol present
0.5, 0.75, 1.12, and 1.5 uM), have the same [resv]; (4 + 0.8
nM, practically null). This result indicates that due to the high
K. value between resveratrol and HP-f-CDs (18 048 M~ "),
when working at resveratrol concentrations below its Sp (0.5-1.5
#M, in our case), the HP-3-CDs complexed all the resveratrol.
When the [resv]; was plotted vs net AUC (Figure 5, inset),
points with the same [resv]; did not have the same net AUC.
Moreover, as free resveratrol increased, the net AUC decreased
to reach the same net AUC value for resveratrol as in the
absence of CDs, that is, when all the resveratrol is free. All
these data point to the fact that the [resv]y is not the determinant
factor of the increase in the antioxidant activity of resveratrol
in the presence of CDs.

To determine whether the increase in antioxidant activity is
a function of complexed resveratrol ([resv-CDs]), the concentra-
tion of [resv-CDs] was calculated at each point of Figure 3,
using the equation

[resv-CD] = [resv], — [resv]; (7)

The results (data not shown), indicated that the net AUC
increased as [resv-CDs] increased, until all the resveratrol was
complexed. This result was obtained because the ORAC method
combines both inhibition time and degree of inhibition into a single
quantity.

To complete the study, an experiment was carried out in which
increasing concentrations of resveratrol were added to the reaction
medium at fixed HP-4-CDs concentrations (0, 0.05, 0.2, 0.4, and
2 mM), and the net AUC was measured (Figure 6). The results
indicated that the net AUC increases with the resveratrol concentra-
tion. However, at each point of Figure 6, for the same resveratrol
concentration, the net AUC increased as HP-f-CDs increased up
to 0.4 mM, above which the HP--CDs concentration had no effect
on the antioxidant activity of resveratrol because of all the
resveratrol had already been complexed.

In order to discard any antioxidant effect of HP-3-CDs per se,
the disappearance of fluorescence signal of FL by the atack of
AAPH radical were measured in the presence of increasing
concentrations of HP-/3-CDs (in the absence of resveratrol or Trolox
C) (Figure 7). In this case, no effect was observed as CDs
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Figure 7. FL fluorescence decay curves induced by AAPH in the presence
of HP-3-CDs at different concentrations: HP-3-CDS 0 mM (@), 0.2 mM
(), 0.4 mM (m), 1 mM (a), 2 mM (a). (Inset) Effect of HP-5-CDs
concentration on the net AUC of Trolox C 25 uM (M), 18.75 uM (@),
and 12.5 uM (O).

concentration increased, indicating that HP-f-CDs, at the studied
concentrations, do not present antioxidant effect per se.

Moreover, the antioxidant activity of Trolox C by ORAC-
FL was measured in the presence of HP-3-CDs (Figure 7, inset).
In this case, no effect was observed as CDs concentration
increased, indicating that Trolox C was not complexed by HP-
f3-CDs and so the net AUC did not vary. This result indicates
that CDs only increase the antioxidant activity of compounds
that can be complexed in their hydrophobic cavity.

In conclusion, the complexation of resveratrol in HP--CDs
increases its antioxidant activity, with CDs acting as a controlled
dosage reservoir that protects resveratrol against its rapid
oxidation by free radicals. In this way, its antioxidant activity
is prolonged with time and reaches its maximum when all the
resveratrol has been complexed.

ABBREVIATIONS USED

AAPH, 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic
acid; CDs, cyclodextrins; CV, intra- and interday coefficient of
variation; FL, fluorescein; G2-3-CDs, maltosyl-f3-cyclodextrins;
HP-{3-CDs, hydroxypropyl-g-cyclodextrins; K., complexation
constant; LOD, limit of detection; LOQ, limit of quantitation;
net AUC, net area; ORAC, oxygen radical absorbance capacity;
ORAC-FL, oxygen radical absorbance capacity-fluorescein; resv,
resveratrol; ROS, reactive oxygen species; SD, standard deviation.
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1. ESTUDIO DE LA COMPLEJACION DE RESVERATROL CON
DIFERENTES TIPOS DE CICLODEXTRINAS. CALCULO DE LA K¢
POR DIFERENTES METODOS

En los dultimos afios numerosos estudios han demostrado los efectos
beneficiosos para la salud que posee el resveratrol. La interaccién entre los
argumentos cientificos publicados y el creciente interés de la poblacién por el
binomio alimentacién-salud, hace que resulte interesante desde el punto de vista
empresarial la elaboracién de alimentos funcionales que lo contengan.

El principal problema que se presenta a la hora de utilizar el resveratrol para
la elaboracién de bebidas funcionales, es su baja solubilidad acuosa y su inestabilidad
frente a diferentes factores como pueden ser el oxigeno y la luz. Para solucionar este
problema, nos planteamos la posibilidad de utilizar las CDs como agentes
complejantes, ya que son capaces de aumentar la solubilidad de los compuestos
encapsulados, ademés de protegerlos frente a la oxidacién por diferente agentes,
haciéndolos, en consecuencia, mas estables (Martin del valle, 2004).

Por este motivo, se estudié la complejacién del resveratrol con diferentes
tipos de CDs y se determiné el valor de Kc con cada una de ellas, por diferentes
métodos. Este trabajo previo permitié establecer el tipo de CDs, que mostré mas
afinidad por el resveratrol (mayor valor de Kc) y por lo tanto la mas indicada para su
complejacion.

En primer lugar, se estudié la oxidacién del resveratrol por lipoxigenasa
(LOX) observandose un descenso en el maximo de absorcién del resveratrol a 312 nm,
acompafado de un incremento de absorbancia a 250 nm, el cual corresponde al
producto de oxidacién del resveratrol, como previamente fue descrito por Pinto y col.
en 1999. La formacién de tres puntos isobésticos a 240, 280 y 360 nm corroboré la
presencia de dos especies en el medio de reaccién: el resveratrol y su producto de
oxidacion.

Cuando se estudi6 la oxidaciéon del resveratrol por LOX en presencia de
diferentes tipos de CDs, se observé una disminucién en la velocidad de oxidacién del

polifenol en presencia de CDs, en todos los casos estudiados. Esta inhibicién de la
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actividad enzimatica nos indicé que el resveratrol estaba siendo secuestrado por las
CDs, dejando asi de estar disponible para la enzima. Por tanto, LOX pudo ser
utilizada para calcular la Kc entre el resveratrol y los diferentes tipos de CDs
mediante el método enzimatico (Lépez-Nicolés, y col., 1997; Nufiez-Delicado, y col.,
1999a; Ntfiez-Delicado y col., 1999b).

Posteriormente se estudi6 la actividad de LOX sobre resveratrol en presencia
de concentraciones crecientes de los tres tipos de CDs parentales (a-, B- y y-CDs),
manteniendo constante la concentracién de resveratrol. En todos los casos, se observé
una disminucién en la actividad de LOX conforme aumentd la concentracion de CDs,
siendo mayor esta inhibicién para - que en el caso de a- y y-CDs. Estos resultados
indicaron que el resveratrol puede entrar en la cavidad hidrofébica de los tres tipos
de CDs estudiados (a-, B- y y-CDs), para formar complejos de inclusién e inhibir asi
su oxidacion.

De los valores de Kc obtenidos para los tres tipos de CDs, el de B-CDs fue el
mayor (4220 + 387 M), mientras que a- y y-CDs presentaron valores de Kc muchos
mas bajos (805 £ 75 y 226 + 32 M, respectivamente). Este resultado indicé que el
tamafio de la cavidad hidrofébica de las CDs era el factor determinante de la
magnitud de Kc. En el caso de B-CDs su tamafio permite una interacciéon mas estable
con el resveratrol que en el caso de a- y y-CDs, por tener éstas un tamafio muy
pequefio y muy grande, respectivamente. De estos resultados concluimos que -CDs
son las CDs naturales més efectivas para la complejacién de resveratrol.

Avanzando un paso maés alla en la investigacién, estudiamos la complejacion
del resveratrol en diferentes tipos de B-CDs modificadas: HP-B-, metil-B-, Go-B-,
carboximetil-B- y acetil-B-CDs. El célculo de Kc para estos tipos de CDs modificadas
también se llev6 a cabo usando el método enziméatico. En todos los casos, se observo
un descenso en la velocidad de oxidacién del resveratrol por LOX, al igual que
ocurria con las CDs nativas. En este caso, las CDs modificadas mas efectivas en la
complejacién del resveratrol fueron HP-B- y metil-B-CDs, con unos valores de Kc de
18048 + 652 M1 y 10089 + 675 M-, respectivamente. Es importante resaltar que estos
valores de K¢ fueron muy superiores a los obtenidos para las p-CDs nativas. Por otro
lado, carboximetil-B-, y acetil-B-CDs presentaron valores de K¢ mas bajos que los
obtenidos para sus parentales, indicando que la presencia de los grupos funcionales
carboximetil y acetil en la boca del cono, dificultan la complejacién del resveratrol por
CDs.
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Para demostrar que la enzima solo trabajaba sobre el resveratrol libre y no
sobre el complejado, se calculé la concentracion de resveratrol libre en los
experimentos de oxidacién de resveratrol en presencia de CDs (Figura VI.1.) y se
representaron frente a la velocidad de reaccién. Esta representaciéon mostré una
cinética michaeliana exactamente igual que en ausencia de CDs (Figura VI.2.).
Indicando que los puntos que presentaban la misma velocidad tienen la misma
concentracién de resveratrol libre a pesar de tener distinta concentracion de CDs y

resveratrol totales.

V (UM/min)

[G2-B-CDs] (mM)

Figura VI1.1.: Efecto de Go-#-CDs en la oxidacién del resveratrol por LOX en presencia de
H,0;. El medio de reaccion a 25°C contenia 100mM de tampon borato sédico pH 9.0, 30 uM
de resveratrol, 400 uM de H,O,, 50 nM de LOX y concentraciones crecientes de Go-3-CDs.

(@) 10 uM resveratrol, ( O) 20 uM resveratrol, ( &) 30 uM resveratrol.

15

V (UM/min)
o

00 Il Il Il
0 10 20 30

[resveratrol]¢

Figura VI.2.: Efecto de la concentracion de resveratrol libre con LOX. ( @) 10 uM total
resveratrol, (O) 20 uM total resveratrol, ( @) 30 uM total resveratrol.
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Para comprobar que los valores de Kc obtenidos eran correctos se llevo a cabo
un ensayo en el que se vari6 la concentracién de resveratrol y CDs totales para que al
utilizar los valores de K¢ obtenidos, la concentracién de resveratrol libre fuera
siempre la misma. Cuando se adiciond la enzima a estos medios de reaccién la
velocidad fue la misma en todos los casos, indicando que efectivamente la
concentracién de resveratrol libre estaba bien calculada numéricamente utilizando la

Kc obtenida (Figura VIL.3.).
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Figura VIL.3.: Ensayo de CDs con diferentes concentraciones de resveratrol libre. (@) 1.5 uM

resveratrol, (O) 5 uM resveratrol.

Una vez calculada y comprobada la Kc del resveratrol con los diferentes tipos
de CDs nativas y modificadas por el método enzimatico, se pasé a calcular la Kc de
tres tipos de CDs (B-CDs y dos de sus modificadas HP-B- y G-B-CDs) mediante
estudios de solubilidad, utilizando el método descrito por Higuchi y Connors (1965),
con el fin de comparar los resultados obtenidos por los dos métodos (enzimatico y
solubilidad).

Para ello, se llevaron a cabo estudios de solubilidad del resveratrol en medio
acuoso en presencia deconcentraciones crecientes f3-, HP-B- y G>-B-CDs (Figura VI.4.).
Los diagramas de fases obtenidos fueron de tipo AL en los tres casos, indicando la
formacion de complejos con estequiometria 1:1, similar a la obtenida mediante el
método enzimatico. Los valores de Kc obtenidos con este método fueron similares a

los obtenidos mediante el método enzimatico (Tabla VI.1.).
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Figura VI.4.: Diagrama de fases del resveratrol con HP-#-CDs (O) y Go-f-CDS ( @). Figura
insertada: f-CDs (m).

Tabla VI.1.: Kc de los diferentes tipos de CDs por método enzimitico y de solubilidad.

Método enziméitico Msétodo de solubilidad

CDs K¢ (M1) Kc (M)

a-CDs 805 +75

B-CDs 4220 + 387 4438 + 401
v-CDs 226 + 32

Hidroxipropil-f-CDs 18048 + 625 18018 + 723
Metil-p-CDs 10089 + 675

Maltosil-B-CDs 5098 + 495 5425 + 503
Carboximetil-B-CDs 1518 + 205

Acetil-B-CDs 1789 + 187

Otro método utilizado para calcular la K¢ de estos tres tipos de CDs (-, HP-
B- y G2-B-CDs) fue el método fluorimétrico. En este método, se utilizé el aumento en
la intesidad de fluorescencia del resveratrol, debido a la complejacién en CDs, para
calcular su Kc. La complejacién de resveratrol en CDs provocé un incremento de la
intensidad de fluorescencia conforme aumentaba la concentracién de CDs en el

medio de reaccion. Este aumento se produjo hasta que todo el polifenol estuvo
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complejado, para permanecer constante a partir de esa concentraciéon de CDs (Figura
VL5.).
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Figura VL5.: Intensidad de fluorescencia del resveratrol en presencia de concentraciones

crecientes de [-CDs ( ®), G-5-CDs (@), HP-5-CDs (O).

El ajuste de los datos experimentales a las ecuaciones de Connors, Benesi-
Hildebrand y Scatchard (Connors, 1987; Benesi y Hildebrand, 1949; Scatchard, 1949),
nos permitié calcular el valor de Kc por el método fluorimétrico. La obtencién de
representaciones lineales en el caso de las ecuaciones de Benesi-Hildebrand y
Scatchard, reveld una estequiometria 1:1 de los complejos de inclusién. Este resultado
coincide con el obtenido con el método enzimatico y estudios de solubilidad.

La representacion de la doble reciproca de Benesi-Hildebrand permite
calcular el valor de K¢ por divisién del valor de la pendiente entre el intercepto con el
eje Y (Figura VL. 6.). El problema de este tipo de representacién es su sensibilidad a

concentraciones bajas de CDs, pudiendo variar mucho el valor obtenido de Kc.
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Figura VI.6: Representacion de Benesi-Hildebrand para resveratrol con f-CDs ( &), Go-
CDs (@), HP-p-CDs (O).

Sin embargo, el calculo de Kc mediante el uso de la ecuacién no lineal, tiene
en cuenta de forma mds equitativa, los valores de fluorescencia obtenidos para todas
las concentraciones de CDs utilizadas. Los valores de Kc obtenidos mediante el uso
de las tres ecuaciones fueron muy similares entre si, tal y como se muestra en la

Tabla VI. 2.

Tabla VL. 2.: K¢ calculadas mediante el método fluorimétrico.

Kc (M) Kc (M) Kc (M)
Connors o no-lineal  Benesi-Hildebrad Scatchard
B-CDs 2205 + 364 2145 + 265 2382 + 285
Hidroxipropil--CDS 11035 + 897 10314 +889 10229 + 845
Maltosil-B-CDs 3011 + 435 3314 + 298 3224 + 301

Cuando se compararon los valores de Kc obtenidos para p-, HP-B- y Go-f-
CDs mediante el método fluorimétrico, con los obtenidos mediante el método
enzimatico y los estudios de solubilidad, se observé que mediante el método
fluorimétrico se obtenian valores de Kc mds bajos que aplicando los otros dos

métodos.
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Por otra parte y teniendo en cuenta los valores obtenidos para las Kc entre el
resveratrol y todos los tipos de CDs estudiados, queda patente que son las HP-B-CDs
las mas efectivas en la complejaciéon de dicho polifenol, ya que obtenemos un valor de
Kc mayor que el alcanzado con los demas tipos de CDs, en cualquiera de los métodos

estudiados.

2. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL
RESVERATROL COMPLEJADO EN CDs POR DIFERENTES
METODOS

Otro de los objetivos de esta tesis fue estudiar el efecto de la complejacion del
resveratrol en CDs sobre su capacidad antioxidante. Para ello, se determiné la
capacidad antioxidante del resveratrol en presencia de HP-B-CDs por diferentes
métodos: ORAC-FL, ABTS y DPPH.

En primer lugar, se validaron los tres métodos, siendo el método ORAC-FL el
mas sensible y preciso para medir la capacidad antioxidante del resveratrol en
ausencia de CDs. Por este orden, los métodos de ABTS y DPPH mostraron menor
sensibilidad. El intervalo de trabajo de cada uno de los métodos fue inversamente
proporcional a la sensibilidad del mismo. Los intervalos de trabajo obtenidos fueron:
0,15-2 pM de resveratrol para ORAC-FL, 0,5-7,5 pM para ABTS y 5-90 uM en el caso
del DPPH. Esto indica que el método més sensible para medir la capacidad
antioxidante del resveratrol es el método ORAC-FL, pudiendo medir concentraciones

muy bajas de resveratrol con una gran precisién (Tabla VI. 3).

Tabla V1.3.: Valores mds representativos de los pardmetros validados.

Precision (%)

Método Linealidad LOQ (uM)  Repetibilidad Reproducibilidad| Robusted

(%)
ORAC 0,15-2 0,042+0,003  0,15£0,007 3 11 7,6
ABTS 0,5-7,5 0.3+£0,01 0.5+0,03 5 13 9,3
DPPH 5-90 1,3+0,06 540,17 8 15 10,5
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Una vez validados los tres métodos, se pasé a estudiar la capacidad
antioxidante del resveratrol en presencia de HP-B-CDs por cada uno de ellos.
Conforme aumento6 la concentraciéon de CDs, a diferentes concentraciones fijas de
resveratrol, se observé un aumento en la capacidad antioxidante del resveratrol, tanto
cuando fue medida por el método ORAC-FL, como cuando se utilizé el método del
ABTS. Sin embargo, este aumento no se observé cuando el método utilizado fue el del
DPPH. Este hecho se justifica por el empleo de metanol como medio de reaccién,
dando lugar a la ruptura de los complejos de inclusién entre las CDs y el resveratrol,
convirtiéndolo en un método no apto para evaluar la actividad antioxidante de
compuestos complejados con CDs.

Cuando se evalué la actividad antioxidante por el método ORAC-FL, se
observé que conforme aumenta la concentracién de CDs en el medio, aumenta la
capacidad antioxidante del resveratrol, hasta llegar a saturacién. Esto indicé que en el
momento de la saturacién, todo el resveratrol ha sido complejado y por tanto, la
actividad antioxidante es independiente de la concentracion de HP-B-CDs en el
medio (no aumenta la capacidad antioxidante). La actividad antioxidante que
presento el resveratrol complejado fue mas del doble de la capacidad antioxidante del
resveratrol en ausencia de CDs (Figura VIL.7). Este aumento en la actividad
antioxidante viene dado por la proteccién que ejercen las CDs frente al ataque de
radicales libres al resveratrol.

La saturacién de la actividad antioxidante del resveratrol (medida por el
método ORAC-FL) en presencia de HP--CDs, se alcanzé a una concentracién de CDs
0,4 mM (concentracion a la cual todo el resveratrol estd complejado). Sin embargo, en
el caso del método del ABTS, esta saturacion se alcanza con una concentracion de HP-
B-CDs 2 mM. Este resultado indicé que algtin componente del medio de reaccién
estaba compitiendo con el resveratrol por la cavidad hidrofébica de las CDs, y por lo
tanto, estaba interfiriendo en la medida. Por este motivo, el método del ABTS no es

idéneo para medir la actividad antioxidante de compuestos complejados en CDs.
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Net AUC

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
[HP-B-CDs] (mM)

Figura VI.7.: Efecto de HP-3-CDs en el Net AUC del resveratrol 1.5 uM (@), 1.12 uM
(O),0.75 uM ( &) and 0.5 uM ().

Para completar el estudié de la actividad antioxidante del resveratol por el
método ORAC-FL, se realizé el ensayo de la actividad antioxidante a concentraciones
crecientes de resveratrol con una concentracién fija de CDs, observandose un

aumento lineal de la actividad antioxidante del resveratrol (Figura VI1.8).
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Figura VL.8.: Capacidad antioxidante de concentraciones crecientes de resveratrol en
presencia de una concentracion fija de HP--CDs: 2 mM (@), 0.4 mM (O), 0.2 mM ( &),
0.06 mM (L) y 0 mM (A).
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Como conclusién, decir que el método ORAC-FL es el tinico que permite

medir la capacidad antioxidante de compuestos complejados en CDs de forma fiable.

3. CONCLUSIONES

Los estudios realizados en la presente Tesis Doctoral nos han llevado a las siguientes

conclusiones globales:

1.

El resveratrol, compuesto polifendlico inestable y con limitada solubilidad
acuosa, puede ser complejado por los diferentes tipos de CDs nativas (a-, B-y y-
CDs), siendo las mas efectivas B-CDs. Dentro de las -CDs modificadas, las HP-f3-
CDs son las mas eficaces para la complejacion del resveratrol, ya que presentan la
Kc mas elevada, independientemente del método utilizado para el calculo de la
misma.

Todos los tipos de CDs estudiados aumentan tanto la solubilidad acuosa del
resveratrol como su estabilidad frente a la oxidacién enzimatica. Aunque son las
HP-B-CDs las que presentan una mayor Kc entre todas las estudiadas,
consideramos que, por el momento, las B-CDs son las mas idéneas para su
utilizacién en la elaboracién de alimentos funcionales enriquecidos en
resveratrol, debido a su bajo coste y a que estdn autorizadas en la UE para su
empleo como ingrediente alimentario.

Una vez comparados los valores de Kc del resveratrol en los diferentes tipos de
CDs estudiados, obtenidos por varios métodos, podemos concluir que tanto el
método enzimatico como los estudios de solubilidad nos proporcionan valores
reales de Kc (y muy similares entre sf). Sin embargo, el método fluorimétrico
infravalora las Kc.

El estudio comparativo de diferentes métodos para determinar la actividad
antioxidante del resveratrol complejado en CDs revela que, el tnico método
valido para cuantificar dicha actividad es el método ORAC-FL. Esto es debido a
su mayor sensibilidad, la naturaleza acuosa de su medio de reaccién y a la no
interferencia de ninguno de los componentes del medio en la complejacion del

resveratrol por CDs.
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5. Los métodos ABTS y DPPH no pueden ser utilizados para determinar la
actividad antioxidante del resveratrol complejado en CDs, ya que los
componentes del medio de reaccién del método ABTS interfieren en la formacién
de los complejos del resveratrol, y el medio de reaccién del método DPPH, al ser
metandlico, rompe los complejos formados.

6. La capacidad antioxidante del resveratrol aumenta en presencia de HP-B-CDs,
hasta llegar a un nivel de saturacién, en el cual, todo el resveratol ha sido
complejado, presentando més del doble de actividad antioxidante que el

resveratrol libre.
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