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RESUMEN 

 

En esta tesis se estudiaron las características fisicoquímicas de los complejos de 

inclusión de cuatro flavonoides, quercetina, morina, catequina y galangina con diferentes 

ciclodextrinas, (βciclodextrina, 2-hidroxipropil-βciclodextrina, sulfobutileter-

βciclodextrina y 2,6-dimetil-βciclodextrina.) Dicho estudio mostró que la formación de 

los complejos de inclusión aumentó la solubilidad de los flavonoides en solución acuosa.  

Se determinaron las constantes de asociación Ka por la metodología de Solubilidad de 

Fase y por RMN, DOSY, existiendo una concordancia entre ambas metodologías. 

Los espectros ROESY, obtenidos para casi todos los complejos estudiados nos 

permitieron estimar su geometría de inclusión. Estas geometrías obtenidas 

experimentalmente, nos demostraron que la inclusión para cada uno de los flavonoides 

con las diferentes ciclodextrinas se comporta como un caso especial. La inclusión de la 

morina en la βCD e HPβCD, es con el anillo B sobresaliendo del lado angosto de la 

ciclodextrina, mientras que para la DMβCD el anillo B se  encuentra por el lado de los 

hidroxilos secundarios. Diferente es lo observado para la catequina, pues ésta se 

encuentra incluida en la βCD con el anillo B sobresaliendo por el lado de los hidroxilos 

primarios, mientras que para la HPβCD y DMβCD, el anillo B se encuentra orientado 

hacia el lado ancho de la ciclodextrina. Finalmente la galangina, siempre se incluye por 

el anillo B, dejando a la  cromona expuesta. Pero, en un caso se encuentra incluida por el 

lado ancho de la ciclodextrina, es el caso de la DMβCD, y en el otro, por el lado angosto 

de la ciclodextrina, que es el caso de la HPβCD.  

Las geometrías de inclusión obtenidas por modelación molecular son totalmente 

concordantes con los resultados experimentales. Sin embargo, no se observa relación 

alguna entre geometría de inclusión y constante de asociación de los complejos 

formados. 
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Finalmente, los complejos mantuvieron o aumentaron su capacidad antioxidante, esto, 

junto con el aumento considerable de solubilidad, tienen especial importancia en la 

biodisponibilidad de los antioxidantes, lo cual lo hace un blanco novedoso para el 

desarrollo de nuevos antioxidantes naturales con mejores propiedades para el uso 

comercial de estos. 
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SUMMARY 

 

 

 

This thesis studied the physicochemical properties of inclusion complexes of four 

flavonoids named quercetin, morin, catechin and galangin, with different cyclodextrins, 

(βcyclodextrin, 2 hydroxipropil-βcyclodextrin, sulfobuthylether-βcyclodextrin and 2,6 

dimethyl-βcyclodextrin). 

The study showed that the formation of the inclusion complexes incremented the 

solubility of the flavonoids. 

The stability constants obtained by phase solubility methods and by NMR (DOSY 

experiments) agreed between both methodologies. 

The ROESY spectra obtained for almost all the inclusion complexes, allowed us to 

estimate the inclusion geometry. The experimental results demonstrated that each 

flavonoid has a own special inclusion geometry with the different cyclodextrins.  Morin 

is included in the βCD and HPβCD cavity with the B-ring oriented to the primary 

hydroxyl, while with DMβCD, the B-ring are oriented to the secondary hydroxyl. 

Catechin has somehow different inclusion geometry only for βCD, the B-ring is oriented 

toward the primary rim, while HPβCD and DMβCD, the B-ring is oriented to the 

secondary rim, resulting in a complex where CA is located in opposite direction with 

respect to the previous CA-βCD complex. Finally, galangin always is included by the B-

ring and the A and C-ring are exposed to the outside. However, for DMβCD is included 

by the secondary rim and for HPβCD is included by the primary rim. 
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The inclusion geometries obtained by molecular modeling are in agreement with the 

experimental results. Nevertheless, there is no relation between inclusion geometry and 

association constant.  

Finally, the inclusion complexes remain or increase their antioxidant activity besides 

they considerable increase of solubility. This has special importance in the bioavalability 

of the flavonoid, which it does a target for the development of new natural antioxidant 

with better properties for commercial use. 
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CAPITULO 1 

INTRODUCCION 

 

Uno de los avances dentro de la industria química ha sido el empleo de ciclodextrinas 

como agentes encapsulantes, para transportar todo tipo de ingredientes activos como 

fármacos1, cosméticos, saborizantes, vitaminas2; así también como desechos 

industriales3  y compuestos tóxicos4,5,6 entre otras muchas aplicaciones, ya que las 

ciclodextrinas pueden formar mezclas o complejos de gran estabilidad química con 

mayor solubilidad en el agua. Las ciclodextrinas sirven también para liberar en forma 

controlada ingredientes activos de medicamentos. El principal propósito del sistema de 

liberación controlada de fármacos es dosificar la cantidad de fármaco necesaria en el 

lugar específico durante un periodo de tiempo controlado de forma precisa y efectiva. 

Para diseñar medicamentos de alto rendimiento, se utilizan portadores compatibles con 

los fármacos para enmascarar las propiedades no deseables del fármaco, por lo que se ha 

buscado desarrollar varios tipos de biomateriales de alto rendimiento que se puedan 

mezclar con los fármacos y liberarlos en forma controlada7. Las ciclodextrinas son 

                                                 
1  Nagai, T.; Ueda, H., Comprehensive Supramolecular Chemistry: Cyclodextrins,  1996, 3, 441-449, 

Szejtli, J.; Osa,T., Atwood, L.; Davies, D.; Macnicol, D.; Vögtle, F., Lehn, J-M., Ed. Pergamon Press, 

New York. 
2 Hedges, A.R. 1998, Chem. Rev., 98, 2035-2044. 
3 Olah, J.; Cserháti, T.; Szejtli, J.,  1988,Wat. Res.  22, 1345-1351. 
4 Pospisil, L.; Colombini, M.P.,  1993,  J. Incl. Phenom. Molec. Rec. Chem., 16, 255-266. 
5 Leyva, E.; Moctezuma, E.; Monreal, E.; Beltrán, J., 2002, Educ. Quím. 13, 2, 82-84. 
6 Leyva, E.; Moctezuma E.; Strouse, J.; García-Garibay, M., 2001, J. Incl. Phenom. Macro. Chem, 39, 41-

46. 
7 Uekama, K.; Hirayama, F.; Irie, T., 1998, Chem. Rev., 98, 2045-2076. 
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candidatos potenciales para este rol debido a su habilidad de alterar las propiedades 

físicas, químicas y biológicas de la molécula huésped a través de la formación del 

complejo de inclusión. Los factores principales que están involucrados en la formación 

del complejo son las fuerzas de van der Waals, interacciones hidrofóbicas, enlaces de 

hidrógeno y efectos estéricos. La constante de asociación es el resultado de todas estas 

interacciones8,9,10,11,12. Las ciclodextrinas (figura 1.1) son oligómeros cíclicos que 

contienen varias unidades de glucosa unidas por medio de enlaces α(1−4) conformando 

un anillo13,14. Las ciclodextrinas se forman por la acción de ciertas enzimas sobre la 

molécula del almidón. Las moléculas de ciclodextrina tienen un extremo que contiene 

grupos hidroxilo primarios, en el otro extremo grupos hidroxilos secundarios y en el 

interior de la cavidad los grupos CH y oxígenos glicosídicos. El extremo con los grupos 

hidroxilo primarios tiene un diámetro reducido comparado al extremo en donde se 

encuentran los grupos hidroxilo secundarios. Estos extremos de la ciclodextrina que 

contienen los grupos hidroxilo son bastante polares, mientras que su interior es 

relativamente no polar.  

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1  

β-ciclodextrina 

                                                                                                                                                
 
8 Inoue, Y.; Rekharsky, V.; Mikhail, V. 1998, Chem. Rev., 98, 1875-1917. 
9 Hirose, K., 2001, J. Incl. Phenom. Macro. Chem., 39, 193-209. 
10 Ou-Yang, H.D., Lau, W.; Islam, M.F.; Meyer, E.E. 2000,  Langmuir,  16, 5519-5522. 
11 Rekharsky, M.V.; Goldberg, R.N.; Schwartz, F.P.; Tewari, Y.B.; Ross P.D.; Yamashoji Y.; Inoue Y., 
1995, J. Am. Chem. Soc., 117, 8830-8840. 
12 Park, J.H.; Nah, T.H. , 1994, J. Chem. Soc. Perkin Trans.,  1359-1362. 
13 Szejtli, J., 1998, Chem. Rev. , 98, 1743-1753. 
14 Connors K.A., 1997, Chem. Rev., 97, 1325-1357. 
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La solubilidad de los fármacos al complejarse con las CD cambia debido a que los 

grupos hidrofóbicos de éste, ya no se encuentran en contacto con el solvente sino con los 

átomos de la cavidad de la CD y por su parte, la superficie externa de las CD es la que 

interactúa con el solvente. Como resultado, la superficie externa de las CD  contribuye a 

la solubilidad del complejo y no el fármaco en si. En muchos casos la contribución de la 

superficie externa  de la CD no es suficiente para obtener la solubilidad deseada, por lo 

cual, si se modifican los grupos hidroxilos de la superficie externa de la CD, se puede 

aumentar la solubilidad en forma drástica. Sustituyendo con grupos neutros, como 

hidroxipropilo (HP) o un grupo iónico, como carboximetil (CM), aumenta la solubilidad 

de las CD modificadas en un 60% o mayor en agua15,16 

Una de las técnicas más utilizadas para el estudio de los complejos ciclodextrina-sustrato 

en fase líquida ha sido la Resonancia Magnética Nuclear17, RMN, ya que permite 

observar simultáneamente cambios en las señales de los espectros de 1H-RMN y/o 13C-

RMN, tanto de la ciclodextrina como del sustrato en estudio. El rango en que aparecen 

las señales de la ciclodextrina es limitado, evitando así la superposición de las señales y 

permitir el estudio de ambos compuestos al mismo tiempo. En la estructura de la β-

ciclodextrina, sólo los protones 3 y 5 están localizados dentro de la cavidad. El protón 3 

forma un anillo cerca de la abertura  mayor de la ciclodextrina, mientras que el protón 5 

está cerca de la abertura menor. Los protones 6 están situados en la superficie superior y 

los protones 1,2 y 4 están en el exterior, figura 1.1.  

Una vez que el complejo de inclusión se ha formado, se observa un corrimiento de las 

señales de 1H-RMN tanto para la ciclodextrina como para el sustrato. En solución 

acuosa, la cavidad apolar de la ciclodextrina es ocupada por moléculas de agua las 

cuales están energéticamente desfavorecidas, por tanto, pueden ser fácilmente sustituidas 

por moléculas menos polares. El complejo de inclusión formado, está en equilibrio con 
                                                 
15 Hedges A.R. 1998, Chem. Rev. 98, 2035-2044  
16 Loftsson T., Masson M., 2001,  Int. J. Pharm. 225, 15-30 
17 Chankvetadze et al.,  1998,  J. Chromatogr. A, 798, 315-323  
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la especie no asociada, lo que se puede describir en términos de la constante de 

asociación, Ka, que está dado por las siguientes ecuaciones: 

 

CbSaCD →+                                        1.1 

     

[ ]
[ ] [ ]baa SCD

CK =                                        1.2 

 

Con CD = ciclodextrina, S = sustrato, C = complejo formado y a,b  la estequiometría del 

complejo. 

 

Como consecuencia de la inclusión, el microentorno de los átomos de hidrógeno de la 

ciclodextrina dentro de la cavidad se modifica, produciendo una variación en el 

desplazamiento químico observado en el espectro 1H-RMN de la ciclodextrina, 

permitiendo la estimación de la constante de asociación Ka
18,19 Existen innumerables 

estudios de diversas especies que se han incluido en ciclodextrinas, donde las 

interacciones de los complejos son estudiados por RMN20,21. Entre ellos, Iaconinoto et 

al.22, buscando un método alternativo para aumentar la estabilidad de α-tocoferoles, los 

incluyó en diferentes ciclodextrinas, β-ciclodextrina (βCD),  hidroxipropil-βCD (HP-

βCD) e hidroxipropil-γCD (HP-γCD), esperando mayor estabilidad frente a la 

fotodegradación.  

 

 

                                                 
18 Loukas Y., 1997, J. Pharm. Pharmacol. 49, 944-948. 
19 Fielding, L., 2000, Tetrahedron, 56, 6151-6179. 
20 Cameron K.S., Fletcher D., Fielding L. 2002, Magn. Reson. Chem. 40, 251-260. 
21 Echezarreta-Lopez M.M., Perdomo-López I., Estrada E., Vila-Jato J.L. Torres-Labadeira J.J., 2002, J. 
Pharm. Sci. 91, 1536-1547. 
22 Iaconinoto A., Chicca M., Pinamonti S., Casolari A., Bianchi A., Scalia S., 2004, Pharmazie 59, 30-33. 
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Figura 1.2 

Estructura α-tocoferol 

 

 

Además se estudió la actividad antioxidante de los  complejos de inclusión utilizando el 

sistema enzimático xantina/xantina oxidasa, y se concluyó que los complejos de 

inclusión con α-tocoferol son una buena estrategia para mejorar las características 

fisicoquímicas. Sin embargo, la actividad atrapadora de radicales libres no sufrió 

grandes cambios. Por su parte,  Polyakov et al23, estudiaron los complejos de inclusión 

de ciclodextrina-carotenoide, por 1H-RMN, espectroscopia de absorción UV-visible e 

investigaron la reactividad de los complejos de inclusión ante los radicales peroxilos por 

Resonancia de Espín Electrónico (REE). Cao et al.24 ,  estudiaron la inclusión de estireno 

y α-Me-estireno en ciclodextrinas nativas, utilizando 1H-RMN. Además estudiaron el 

proceso de inclusión por métodos semiempíricos PM3. Obtuvieron gráficos de Energía 

Potencial (kJ/mol) v/s posición del sustrato en el proceso de inclusión, con lo cual  

obtuvieron el mínimo de energía para el complejo de inclusión. Con ambos métodos, 1H-

RMN y cálculos mecano-cuánticos, demostraron la penetración del sustrato en la 

cavidad de la ciclodextrina y que la estabilidad de los complejos es mayor para αCD > 

βCD > γCD. Estos resultados refuerzan la necesidad de seguir estudiando la inclusión de 

antioxidantes naturales o sintéticos en ciclodextrinas. 

                                                 
23 Polyakov N.E., Leshina T.V., Konovalova T.A., Hand E.O., Kispert L.D., 2004, Free Radic. Biol. Med. 
36, 872-880. 
24 Cao Y., Xiao X., Lu R., Guo Q. 2003, J. Mol. Struct., 660, 73 – 80. 
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Como un ejemplo, los antioxidantes presentes en la manzana son básicamente 

polifenoles, los cuales incluyen entre otros, ácidos fenólicos y flavonoides, los cuales se 

encuentran distribuidos en toda la fruta. 100 gr de manzana fresca tiene una actividad 

antioxidante equivalente a 1500 mg de vitamina C, junto con esto, los extractos 

fenólicos de la manzana inhiben la proliferación de cáncer celular, lo que la hace muy 

importante en nuestra dieta. Además hay datos que indican que el riesgo de ataques al 

corazón ha disminuido en un 49% en hombres que consumen 110 gr o más de manzana 

diaria en comparación con aquellos que consumen menos (18gr)25. En el último tiempo, 

el aumento de información respecto a que muchas de las enfermedades relacionadas con 

la edad, como ser afecciones al corazón, cáncer, artritis, disminución del sistema 

inmune, disfunción cerebral etc., son el resultado del daño celular debido a radicales 

libres. Aquí es donde los antioxidantes en nuestra dieta juegan un rol preponderante en 

la prevención  de estas afecciones. Dentro de la familia de los polifenoles, los 

flavonoides, constituyen una de las clases de antioxidantes ubicados en plantas y  

contienen  varios grupos hidroxilos unidos a sus anillos designados por A, C de la 

cromona y B del grupo fenilo. (figura 1.3) 

Lamentablemente, el consumo de las manzanas, se ve disminuido debido a que una  vez 

pelada la manzana, estas se tornan de color café debido a la oxidación de los polifenoles 

a quinonas y a una subsiguiente polimerización en productos de color café. Lo cual 

disminuye el valor comercial y nutricional de los productos relacionados con la 

manzana. Por lo cual se ha buscado agentes que controlen  la oxidación enzimática, 

como ser derivados de ácido ascórbico, 4-hexilresorcinol y ciclodextrinas entre otros. En 

base a esto,  Álvarez-Parrilla et al.26. formaron complejos de algunos polifenoles 

presentes en la manzana, como ser ácido clorogénico (AC), quercetina (QUE) y rutina 

(RU = quercetina glicosilada en la posición 3 con–glu-rha en posición 3) con β-

                                                 
25 Hertog, M. G. L., Feskens, E. J. M., Hollman, P. C. H., Katan, M. B., & Kromhout, D. 1993, Dietary 
antioxidant ¯flavonoids and risk of coronary heart disease: the Zutphen elderly study. Lancet, 342, 
1007±1011. 
26 Alvarez-Parrilla E., De la Rosa L.A., Torres-Rivas F., Rodrigo-Garcia J., Gonzalez-Aguilar G.A. 2005, 
J. Incl. Phenom. Macro. Chem. 53, 121-129. 
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ciclodextrina. Determinaron sus Ka por fluorescencia, donde la tendencia es la siguiente:  

KQUE-βCD > KAC-βCD > KRU-βCD . Además determinaron la capacidad antioxidante de los 

polifenoles libres y formando complejo con la ciclodextrina. Esto lo hicieron con la 

metodología FRAP (ferric reducing antioxidant power), que mide la capacidad reductora 

del compuesto antioxidante frente a los iones hierro. La habilidad de reducir a los 

polifenoles sigue la siguiente tendencia: QUE > RU > AC. Al comparar estas 

características con la de los complejos formados,  se observa un pequeño incremento en 

la actividad antioxidante especialmente para rutina y acido clorogénico (alrededor de un 

18%). Con lo cual, la formación de complejos además de aumentar la solubilidad y 

estabilizar los polifenoles, también aumenta su capacidad antioxidante. 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 1.3 
Variaciones estructurales de los flavonoides   

• Flavonoles (quercetina, kaempferol) con el 3 hidroxy piran-4-ona. 
• Flavonas (luteolin, apigenin, crisin ) carente del hidroxilo en posición 3 
• Flavanoles ( catequina) carente del doble enlace en 2-3 y de 4-ona. 
• Isoflavonas (genisteina) el anillo B se encuentra en la posición 3 
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El grupo compuesto por Calabrò, Tommasini y Ficarra27,28,29,30,31,32, estudiaron los 

complejos de inclusión de diferentes flavonoles, flavanonas y flavanonas glicosiladas 

con ciclodextrinas. Para ello utilizaron diferentes técnicas como ser RMN, FT-IR, DSC 

y rayos X.  Los complejos formados fueron en estado sólido y en estado liquido. En 

todos los casos estudiados, la estequiometría era de 1:1. También estimaron las 

constantes de asociación Ka en agua, por el método de solubilidad de fase a diferentes 

temperaturas, con lo cual determinaron parámetros termodinámicos, indicando que el 

proceso de asociación flavonoide-ciclodextrina es un proceso espontáneo y exotérmico. 

El efecto de la encapsulación de los diferentes flavonoides dentro de la CD fue estudiado 

por diferentes ensayos biológicos (test de batofenantrolina, peroxidación lipídica). 

Concluyeron que la formación de complejos con CD aumenta la actividad antioxidante 

de los flavonoides utilizados, debido al aumento de su solubilidad en el ambiente 

biológico. 

Pralhad et al.33 estudiaron la QUE en βCD e HPβCD, tanto en estado sólido como en 

solución. Determinaron una estequiometría de 1:1 para ambos complejos. Las Ka 

obtenidas por el método de solubilidad de fase son de 402 M-1 y 532 M-1  para β-CD e 

HPβCD respectivamente. Observaron que la formación de los complejos con 

ciclodextrina aumenta más de 10 veces la solubilidad de la QUE,  siendo aun  mayor 

para el complejo con HPβCD.  

                                                 
27 Calabrò, M.L., Tommasini, S., Donato P., Raneri D., Stancanelli R., Ficarra P., Ficarra R., Costa C., 
Catania S., Rustichelli C., Gamberini G. 2004, J. Pharm. Biomed. Anal. 35, 365-377. 
28 Ficarra R., Tommasini S., Raneri D., Calabrò M.L., Di Bella M.R., Rustichelli C., Gamberini M.C., 
Ficarra P. 2002, J. Pharm.  Biomed.  Anal. 29, 1005-1014. 
29 Tommasini S., Raneri D., Ficarra R., Calabrò M.L., Stancanelli R., Ficarra P., 2004, J. Pharm. Biomed. 
Anal. 35, 379-387. 
30 Tommasini S., Calabrò M.L., Raneri D., Ficarra P. Ficarra R., 2004, J. Pharm. Biomed. Anal., 36, 327-
333. 
31 Calabrò M.L., Tommasini S., Donato P., Stancanelli R., Raneri D., Catania S., Costa C., Villari V., 
Ficarra P., y Ficarra R. 2005, J. Pharm. Biomed. Anal., 36, 1019-1027. 
32 Tommasini S., Calabrò M.L., Stancanelli R., Donato P., Costa C., Catania S.,  Villari V., Ficarra P., y 
Ficarra R. 2005, J. Pharm. Biomed. Anal.,  39, 572-580. 
33 Parlhad T., Rajendrakumar K., 2004  J. Pharm. Biomed. Anal., 34, 333-339. 
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Zheng et al.34,  estudiaron los complejos de QUE con diferentes ciclodextrinas (β-, HPβ- 

y SBEβCD). Determinaron sus Ka por la metodología de solubilidad de fase a pH 3 y a 

diferentes temperaturas, obteniendo de esta forma datos termodinámicos. Observaron 

también un aumento de la solubilidad de la quercetina a medida que la ciclodextrina 

aumenta la cadena sustituida. Siguiendo la misma tendencia que la observada por 

Pralhad et al.33 en las Ka : SBEβCD > HPβCD > βCD. Indicando que las CD sustituidas 

con grupos butilos y propilos proveen mayor superficie de interacción, lo que provoca 

una mayor afinidad por estas que por la CD nativa.  En los estudios hechos por RMN, 

concluyeron que la inclusión de la quercetina es por el anillo B, debido a que el protón 

H-6 del anillo A es el que tiene menor desplazamiento químico en comparación con los 

otros.  Las Ka obtenidas por esta metodología siguen la misma tendencia que la obtenida 

por solubilidad de fase, pero al utilizar DMSO como co-solvente para solubilizar la 

quercetina, los valores obtenidos de las Ka son prácticamente 20 veces menor. Respecto 

a estudios de Dinámica Molecular, los resultados indican que la inclusión de quercetina 

sería por el anillo B ubicándose en el centro de la ciclodextrina. En este estudio se 

desplazó  el anillo B de la quercetina, por el eje x y se buscó el mínimo de energía. Los 

resultados estuvieron de acuerdo por lo encontrado por RMN, donde sólo el anillo B se 

encuentra inserto en la cavidad de la βCD, mientras que todos los hidroxilos del 

flavonoide se encuentran fuera de la cavidad hidrofóbica. Tomando éstos resultados, 

Yan et al35,  hicieron un estudio mecánico-cuántico del complejo QUE-βCD, en base a 

los resultados experimentales obtenidos por Zheng34. Incluyeron el anillo B de la 

quercetina tanto por el extremo de los hidroxilos primarios como secundarios. El centro 

del eje cartesiano lo ubicaron en el plano formado por los oxígenos glicosídicos. 

Desplazaron a la quercetina por el eje z cada 1 Å, y optimizaron el complejo por PM3 

sin restricciones. La energía de estabilización ΔE del complejo entre la quercetina y la 

CD la calcularon para el mínimo de energía de acuerdo a:  

 
                                                 
34 Zheng Y., Haworth I.S., Zuo Z., Chow M.S.S., Chow A.H.L., 2005,  J. Pharm. Sci., 94, 1079-1089. 
35 Yan C., Li X., Xiu Z., Hao C. 2006, J. Mol. Struct. Teo., 764, 95 -100. 
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ΔE = Ecomplejo – (Esustrato + Eβ-CD)  

donde  Ecomplejo , Esustrato y Eβ-CD representan las energías HF del complejo, sustrato libre 

y de la β-CD.  

Al incluir la quercetina por el sitio primario de los hidroxilos, ésta entra totalmente en la 

cavidad de la CD de modo que el grupo OH de la quercetina de la posición 7 (anillo A) 

se encuentra cercano al OH 6 de la CD (hidroxilos primarios) de modo que la 

interacción por puente de hidrogeno estabiliza al complejo. Este tipo de interacción  no 

se observa cuando se incluye la quercetina por los hidroxilos secundarios. Lo cual 

concuerda con  RMN y Dinámica Molecular, que el anillo B de la quercetina se 

encuentra cercano al los hidroxilos secundarios de la βCD.   

Wang et al.36 estudiaron los complejos de quercetina y morina con seis diferentes CDs, 

las naturales α-, β- y γCD y además HP, ME y CMβCD por cromatografía reversa en 

capa fina en buffer  NH3 ·H2O−NH4Cl pH 9.7.  No observaron  inclusión con la αCD ni 

con la CMβCD, mientras que las constantes de formación de los otros complejos 

determinados con esta técnica, tanto para la quercetina como  la morina  tienen la 

siguiente tendencia: KHPβCD > KMEβCD > KβCD > KγCD. A pesar que la cavidad de la γCD 

es mayor que la de la βCD, esta última tiene una constante de formación mayor 

indicando que las interacciones son más fuertes. Las constantes de formación de los 

complejos de inclusión de la quercetina con las diferentes ciclodextrinas son mucho 

mayores que las de la morina. Con lo cual concluyeron que el anillo B es el  que se 

incluye dentro de la ciclodextrina ya que la unica diferencia que tienen ambos 

flavonoides es que uno tiene al grupo catecol mientras que el otro tiene un grupo 

resorcinol.   

                                                 
36 Wang X., Pan J., Shuang S. 2001, Anal. Lett., 34, 239-245 
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Otra técnica utilizada en los estudios de complejos de inclusión, es la espectrometría de 

masa, Guo et al.37 utilizando espectrometría de masa con ionización de electrospray, 

ESI-MS, estudiaron los complejos de α-, β- y γCD con quercetina y rutina. Utilizando 

diagramas de solubilidad de fase, confirman el aumento de solubilidad del flavonoide 

con el  aumento de la concentración de la CD, determinan la estequiometría 1:1 a 25ºC 

en la porción lineal del diagrama y obtienen las constantes de asociación para cada una 

de las ciclodextrinas.  Con los espectros obtenidos por ESI-MS, concluyen que la rutina 

se incluye a la CD por el flavonol, ya que hay un fragmento que indica la presencia de la 

quercetina, indicando entonces la inclusión por esa parte a la CD. Por otra parte, es 

interesante recalcar que el complejo de inclusión  se mantuvo durante la transferencia de 

solución a vacío, sugiriendo que las fuerzas de unión entre el sustrato y CD están dadas 

entonces por interacciones van der Waals y enlaces de hidrógeno, ya que las 

interacciones hidrofóbicas desaparecen en el vacío.  

Por su parte, Shuang et al.38 estudiaron rutina con tres diferentes ciclodextrinas, βCD, 

γCD y además con HPβCD por fluorescencia. Claramente  observan una mejor inclusión 

de la rutina en HPβCD con respecto a las ciclodextrinas nativas.  

Haiyun et al.39 prepararon complejos de inclusión de β-ciclodextrina con rutina por el 

método de coprecipitación. Confirmaron la inclusión por diferentes métodos, entre ellos 

fluorescencia, IR, DSC. La constante de asociación Ka la determinaron por fluorescencia 

estacionaria obteniendo un valor de 265 M-1. La configuración espacial del complejo fue 

propuesta en base a los espectros de RMN y modelación molecular. Observaron un 

desplazamiento significativo a campo alto del protón H5 de la CD, mientras que el 

desplazamiento del H3 es bastante menor. Los hidrógenos H2’ y H6’ que corresponden 

al anillo B de la rutina son los que presentan un mayor  desplazamiento respecto a los de 

la rutina sin incluir, y el NOESY indica correlación espacial entre los hidrógenos H2’ y 

                                                 
37 Guo M., Song F., Liu Z.,Liu S. 2004, J. Mass Spectrom., 39, 594-599 
38 Shuang S.M.,Pan JH., Guo SY., Cai MY., Liu CS. 1997, Anal. Lett., 30, 2261-2270 
39 Haiyun D., Jianbin C., Guomei Z., Shaomin S. and Jinhao P.  2003, Spectrochim. Acta Part A, 59, 
3421-3429. 
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H6’ con el H5 de la ciclodextrina. Lo que indica que la inclusión de la rutina es por el 

lado angosto de la CD. Los estudios de modelación molecular se hicieron  con CS 

Chem3D Pro7 de Cambridge Soft Corporation.  Se hicieron cuatro estudios incluyendo 

el anillo B de la rutina por el lado angosto de la CD, el anillo B por el lado ancho de la 

CD, la cromona por el lado angosto de la CD y la cromona por el lado ancho de la CD. 

Observaron que la menor energía corresponde a la de la inclusión del anillo B por el 

lado angosto de la CD que está totalmente de acuerdo con los estudios hechos con 2D-

RMN.  

La flavanona naringin, que corresponde a la naringenina glicosilada, es uno de los 

mayores constituyentes de los jugos de uva, encontrándose también en ciertos tipos de 

naranjas. El sabor amargo que presentan estos jugos, se le atribuye al alto nivel de 

flavanona. Con lo cual, a los jugos, se les ha agregado ciclodextrinas que forman 

complejos de inclusión con la naringin, reduciendo el amargor. En base a esto, 

Colquhoun et al.40 estudiaron la inclusión de naringin y naringenina con β-ciclodextrina 

por 1H-RMN. Como la βCD es una molécula quiral, al incluir diasterómeros, los 

complejos formados tendrán diferentes Ka. Esto, es la base que permite separar 

enantiomores o diasterómeros  por cromatografía utilizando las CD en la fase móvil o 

estacionaria. En este estudio, se observó que uno de los diasteroisómeros de la naringin 

se incluyó con una constante de asociación casi 2 veces más que la otra. La inclusión 

ocurre por el anillo B, siendo el disacárido un factor importante en el reconocimiento 

quiral de esta flavanona, pues el desplazamiento no equivalente de la naringenina-

glicosilada es mayor que el de la aglicona.  

La catequina (CA) pertenece a la familia de las flavanonas. Esta es más soluble que los 

flavanoles, pero la catequina también es amarga y fácilmente oxidable. Esto le dificulta 

su uso como aditivo natural en las comidas o sencillamente en su uso medicinal. Por 

ello, Smith et al.41 incluyeron CA en ciclodextrinas nativas, obteniendo mejores 

                                                 
40 Colquhoun IJ., Goodfellow B.J. 1994, J Chem. Soc. Perkin Trans. 2,  8, 1803-1807. 
41 Smith VK., Ndou TT., Warner IM. 1994, J. Phys. Chem. 98, 8627-8631. 
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resultados con la β-ciclodextrina. Los estudios los hicieron por UV-Vis, RMN y 

Dicroismo Circular. Los resultados por UV-Vis indicaron que para la α- y γCD la 

disminución y/o desplazamiento del máximo al agregar cyclodextrina no es concluyente 

para confirmar inclusión. Mientras que por dicroismo circular, solo se obtuvo la Ka para 

la β-ciclodextrina (8700M-1), pues para la α- y γCD aparentemente la estequiometrias no 

eran de 1:1 no permitiendo calcular la Ka por esta metodología. Por lo tanto, solo se 

estudió el complejo CA-βCD por RMN, determinando que el anillo A de la CA es el que 

se  incluye haciéndolo por los hidroxilos secundarios de la β-ciclodextrina. Por otra 

parte, Ishizu et al.42 estudiaron el complejo de los isómeros, CA y epicatequina (EPI) 

con β-ciclodextrina por RMN. En el espectro 1H-RMN de ambos isomeros,  se observa 

que cuando se encuentra la CA incluida, las señales se ensanchan debido a una mayor 

rigidez de la CA en el interior de la CD. Mientras que para la EPI, las señales solo se 

desplazan por efecto de la inclusión, manteniendo la EPI una menor rigidez en el 

interior. Las Ka de ambos isómeros se estimaron siguiendo el H-8 del flavanol, 

obteniendo valores de 2209 M-1  para CA y 1212 M-1 para EPI. Como observaron 

señales de correlación en el ROESY correspondientes a la interacción entre los H-2’, H-

5’ y H-6’ de la CA con el H-5 de la ciclodextrina, infieren que el anillo B de la CA se 

encuentra incluida por el lado secundario de la CD. Lo cual está totalmente de acuerdo a 

los desplazamientos observados a campo alto tanto de la CD como de los protones 

aromáticos del anillo B. Por otra parte, la EPI presenta interacciones dipolares 

prácticamente para todos sus hidrógenos con el H-5 de la CD. Indicando dos posibles 

geometrías, una cuando el anillo B se encuentra incluido cercano al H-5, y la otra 

cuando el anillo A se encuentra cercano al H-5. Debido a las ambigüedades obtenidas 

con respecto a la inclusión de CA en βCD, Križ et al.43 determinaron las Ka tanto por 

RMN como por microcalorimetría, obteniendo un total acuerdo entre ambas técnicas 

como también en los resultados de Smith et al.41 por dicroísmo circular. Respecto a la 

geometría de la CA, observaron interacción dipolar en los t-ROESY entre los protones 

                                                 
42 Ishizu T., Kintsu K., Yamamoto H. 1999, J. Phys. Chem. B,  103, 8992-8997. 
43 Kríž Z., Koča J., Imberty A., Charlot A., Auzély-Velty R. 2003, Org. Biomol. Chem. 1, 2590-2595. 



 37

del anillo B y algunos de los protones del anillo C con los H-3 y H-5 de la CD, no 

observándose interacción con el anillo A, lo que respalda la conclusión de que el anillo 

B se encuentra insertado en la cavidad hidrofóbica de la CD. Los datos experimentales 

obtenidos por RMN, tienen una concordancia con las diferentes orientaciones obtenidas 

por docking; el anillo B se encuentra en la cavidad de la CD, mientras que el anillo A 

tiene solo un pequeño contacto con el exterior de la CD.  

De acuerdo a los antecedentes descritos anteriormente, los estudios de inclusión de 

flavonoides en ciclodextrinas son pocos y las técnicas utilizadas han sido muy variadas. 

De acuerdo a esto, se propone en esta tesis, confirmar la inclusión de los flavonoides, 

quercetina, morina, galangina y catequina (figura 1.4) en diferentes ciclodextrinas, 

determinar sus constantes de asociación Ka, y su geometría de inclusión. Se determinará 

además la capacidad antioxidante de los complejos formados. Se estudiarán también las 

interacciones de los flavonoides en la cavidad de la  β-ciclodextrina a nivel ab-initio 

B3LYP, lo que permitirá describir la naturaleza de las interacciones presentes.  

 

1.1 HIPOTESIS 

De acuerdo a los antecedentes presentados se plantea como hipótesis: 

El uso terapéutico de los flavonoides está limitado por su baja solubilidad en solución 

acuosa. Debido al carácter apolar de estos compuestos y de la presencia de anillos 

aromáticos en su estructura, estos constituirían un buen sustrato para la encapsulación en 

las ciclodextrinas, mejorando sus propiedades fisicoquímicas y  solubilidad.  

De esta forma un aumento de la solubilidad podría eventualmente provocar una mejora 

en la capacidad antioxidante. 
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Figura 1.4 

quercetina (QUE), morina (M), galangina (G) y catequina (CA) 
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1.2 OBJETIVOS GENERALES 

 
 

• Formación y evaluación de los complejos de inclusión de los flavonoides con las 

diferentes ciclodextrinas 

• Relacionar la geometría de inclusión con la actividad antioxidante de los 

complejos formados 

 

 

1.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

• Generar los complejos de inclusión con las diferentes ciclodextrinas. 

• Determinar la constante de asociación de los complejos formados a través de 

diferentes metodologías.  

• Determinar la geometría de inclusión utilizando la espectroscopia de RMN 

• Determinar la capacidad antioxidante de los complejos formados y de los 

flavonoides libres a través de las técnica ORAC y REE. 

• Racionalizar los resultados experimentales con los resultados obtenidos por 

Dinámica Molecular.  
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CAPITULO 2 

MATERIALES Y METODOS 

 

2.1 REACTIVOS 

 

Los reactivos   quercetina (QUE) (3, 3’, 4’, 5, 7-pentahidroxiflavona), morina (M) (3, 2’, 

4’, 5, 7-pentahidroxiflavona), catequina (CA) ((2R,3S)-2-(3,4-dihidroxifenil)-3,4-

dihidro-2H-cromeno-3,5,7-triol ), galangina (G) (3, 5, 7-trihidroxiflavona), β-

ciclodextrina (βCD), 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina (HPβCD [M.S. (average molar 

degree of substitution) = 1.0]), Heptakis(2,6-Di-O-Methyl)-β-cyclodextrin (DMβCD), 

DPPH (2,2-Di(4-tert-octilfenil)-1-picrilhidrazil), Galvinoxyl (2,6-Di-tert-butyl-α-(3,5-

di-tert-butyl-4-oxo-2,5-cyclohexadien-1-ylidene)-p-tolyloxy), fluoresceína (FL), (acido 

2-(3-hidroxi-6-oxo-6H-xanten-9-il)benzoico), TROLOX (6-hydroxy-2,5,7,8-

tetramethylchroman-2-carboxilic acid),  ABAP (2,2’-azobis(2-methylpropionamidine)), 

agua deuterada D2O, metanol deuterado MeOD,  fueron adquiridos a través de Sigma-

Aldrich. SBE-βCD [T.D.S. (total degree of substitution) = 6-7;Captisol®] fue adquirido 

de CyDex Inc. El resto de los solventes utilizados son p.A. 

 
β-ciclodextrina, R = H 

 

2-Hidroxipropil β-ciclodextrina, R = CH2CHOHCH3 or H 

 

Heptakis (2,6 O di metil)  β-ciclodextrina, R2,6 = CH3 R3 = H 
 

Sulfobutileter-β-ciclodextrina,  R = CH3CH2CH2CH2SO3Na or H 
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2.2 METODOLOGÍAS 

 
 

2.2.1.-PREPARACION DE LOS COMPLEJOS 

 

Se prepararon los complejos con razones molares de 1:1, en agua deuterada (D2O). Se 

agitaron  durante 24 hrs. a temperatura controlada, 30ºC. Se filtraron con filtros Millex-

GV con membrana Durapore de 0.45μm y se les registraron los espectros 

correspondientes. Los espectros de RMN fueron registrados en un equipo Bruker 

AVANCE DRX300 que opera a 300.13 MHz para protones y de 75.43 MHz para 

carbono.  

 

 

2.2.2.-DETERMINACION DE LA ESTEQUIOMETRIA DEL 

COMPLEJO 

 

La formación del complejo de inclusión entre el sustrato y ciclodextrina se confirma con 

la diferencia de desplazamientos químicos antes y después de la inclusión. La formación 

del complejo de inclusión para un sustrato S con ciclodextrina en particular queda 

descrita por la siguiente ecuación:   

 

                               S + nCD                         S-nCD                    (2.1) 
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La estequiometría de los complejos se determinó por el método de variación continua, 

Job plot1. Se prepararon los complejos con razones molares, r, desde 0,1 a 0,9 y 

manteniendo la concentración total constante, 3mM. 

A partir de los corrimientos de las señales en los espectros de protones, ya sea de los 

flavonoides o de la ciclodextrina, se obtienen las  gráficas de Δδobs x [M] v/s r, donde M 

corresponde a la concentración del flavonoide o la ciclodextrina y la estequiometría del 

complejo (n), estará dada para el valor máximo de r, con r = (n + 1)-1. 

 

2.2.3.-DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE ASOCIACIÓN 

 

2.2.3.1.- Diffusion Ordered Spectroscopy2, DOSY 

 

 

Una de las aplicaciones de RMN, es la determinación de sus constantes de asociación Ka 

para complejos de inclusión utilizando los desplazamientos químicos.3 Últimamente ha 

habido mucho interés en el uso de métodos de gradientes de pulso que provee 

información sobre Ka vía coeficientes de difusión molecular.4,5 Se sabe que el 

coeficiente de difusión (D) depende del tamaño de la molécula: 

 

                                                                                                                    (2.2) 

 

                                                 
1 Job P., 1928, Ann Chim., 9, 113 
2 Mayzel O. Y Cohen Y., 1994, J. Chem. Soc., Chem. Commun., 1901-1902. 
3 Fielding L., 2000, Tetrahedron, 56, 6151. 
4 Cameron K., Fielding L., 2001, J Org. Chem. 66, 6891. 
5 Laverde Jr. A., da Conceiçao G.J.A., Queiroz S.C.N., Fujiwara F.Y., Marsaioli A.J., 2002, Magn. Res. 
Chem. 40, 433. 

r
kTD
πη

=
6
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Donde k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta, η es la viscosidad y 

r es el radio de la molécula. 

 

Los factores que afectan el coeficiente de difusión son: 

 

• Forma molecular 
• Tamaño molecular 
• Viscosidad del solvente 
• Propiedades de solución, como concentración salina, pH, temperatura... 

 

La espectroscopia de RMN con gradientes de campo, puede ser utilizada para medir la 

difusión traslacional de moléculas  refiriéndose como a una imagen espacial. Para ello se 

aplican gradientes de campo, los cuales codifican la posición de cada espin nuclear. Esta 

distribución espacial puede ser decodificada después de un pequeño lapso de tiempo al 

aplicar nuevamente un segundo gradiente de campo. Si el tiempo de espera es muy 

pequeño, los espines no cambiarán de posición y la magnetización se reenfocara sin un 

cambio neto de fase. Sin embargo, si los espines se han desplazado durante el tiempo de 

espera entre codificar y decodificar, habrá un cambio de neto de fase. La sumatoria de 

las fases acumuladas en toda la muestra, se traducirá a una disminución de la 

magnetización, por ende a una atenuación de la señal de RMN. Esta disminución  de la 

señal de RMN es dependiente de la fuerza del gradiente, del tiempo entre gradientes 

(tiempo de difusión),  y del coeficiente de difusión de las moléculas en estudio. 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.1 

Diagrama de gradientes de campo aplicados a una muestra  
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El cambio de intensidad de las señales está descrito por: 

 

  A = A0 exp-D g2γ2δ2(Δ-δ/3)                                               (2.3) 

donde: 

 A es la intensidad del pico 

 A0 es el pico de mayor intensidad, el inicial. 

 D es el coeficiente de difusión traslacional (cm2/s) 

 γ es la razón magnetogírica (2.675197*104G-1s-1 para 1H) 

 δ es la duración del gradiente 

 Δ es el tiempo de difusión (tiempo entre gradientes) 

 g es la fuerza del gradiente (G/cm)     (G= 53,5 G/cm   100%) 

El coeficiente de difusión D es medido registrando una serie de espectros de RMN en 

donde la fuerza del gradiente g es progresivamente incrementada en cada experimento.  

 

Los datos son graficados de acuerdo a: 

 

    -ln(A/A0) = g2γ2δ2(Δ-δ/3)D            (2.4) 

Se grafica -ln(A/A0) en función de B, donde B = g2γ2δ2(Δ-δ/3) y la pendiente de la línea 

recta corresponde al valor del coeficiente de difusión, D. 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.2 

Gráfica de –ln(A/Ao) v/s B.  
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La determinación de la Ka por la técnica de Difusión, entrega un método adicional de 

RMN y una alternativa al clásico método de titulación basado en los desplazamientos 

químicos, especialmente conveniente para evidenciar la unión entre especies de 

diferentes tamaños.6  

 

Un complejo con n moléculas de hospedero (H) y m moléculas de sustrato (G)  

 

                                                                                                                    (2.5) 

 

la Ka puede ser deducida de la ecuación (2.5): 

 

 

                                                                                                                    (2.6) 

 

 

Donde [G]o y [H]o son las concentraciones totales de sustrato y hospedero 

respectivamente; [G], [H] y [C] corresponden a las concentraciones en el equilibrio de 

sustrato libre, hospedero libre y el complejo. Para este tipo de análisis los valores de n y 

m son determinados previamente por el método de Job. Con lo cual, la constante de 

asociación se determina utilizando la ecuación 2.7 previa determinación de la fracción 

molar Xb de la especie unida. 

 

 

                                                                                                                    (2.7) 

 

 

                                                 
6 Cameron K., Fielding L., 2002, Magn. Res. Chem. 40, S106. 
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Para ello, el coeficiente de difusión observado (Dobs) en el experimento de RMN, en una 

condición de intercambio rápido,  corresponde a la fracción del coeficiente de difusión 

de la especie unida (Dunido) y libre (Dlibre) 

 

                                                                                                                    (2.8) 

 

 

Entonces la fracción correspondiente a la fracción unida es determinada por: 

 

 

                                                                                                                    (2.9) 

 

 

Con lo cual, se determina directamente la fracción molar del sustrato unido empleando 

la ecuación 2.9 y luego utilizando la ecuación 2.7, se obtiene la Ka por determinación de 

un solo punto. 

Los experimentos DOSY fueron registrados utilizando la secuencia de pulso estándar de 

la Bruker para este tipo de experimentos, ledbpgp2s. Que utiliza gradientes de pulso 

bipolares, BPPLED (Bipolar Pulsed Field Gradient Longitudinal Eddy Delay)7. La 

duración del gradiente es de 3ms y el retardo de la corriente parásita (d21) es de 5ms, 

mientras que el gradiente de pulso (p19) fue de 1270 μs y con una razón de gradiente  

gp6:gp7:gp8 de 100:-17.13:-13.17. El gradiente de pulso es incrementado de 2 a 95% en 

una rampa lineal. Bajo estas condiciones, se registraron los espectros DOSY a 

temperatura controlada de 298K  de los flavonoides puros (Dlibre), de las ciclodextrinas 

(Dunido) y de los complejos formados, (Dobs).  

   

                                                 
7 Wu D., Chen A., Johnson C.S., 1995, J. Magn. Res. A 115, 260-264. 
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•   d20 the Stejskal-Tanner diffusion delay  
•   d21 eddy-current delay  
•   p30 gradient duration  
•   d16 gradient recovery delay 

 

 

Figura 2.3 

Programa de pulso ledbpgp2s para realizar espectro DOSY  

 

 

2.2.3.2- METODOLOGÍA SOLUBILIDAD DE FASE8 

 

 

La solubilidad de una sustancia química en un solvente dado, a una temperatura y 

presión determinada, es una característica de la sustancia y se puede utilizar como 

criterio de identidad y pureza. Si un sustrato presenta una solubilidad mayor que la pura, 

evidentemente, el aumento de la solubilidad del sustrato es debido a la presencia de un 

segundo componente. Esta técnica se conoce  como análisis de solubilidad de fase. La 

metodología consiste en adicionar un exceso conocido del sustrato poco soluble en 

soluciones de concentraciones crecientes del segundo componente a volumen constante. 

Se deja en agitación a temperatura controlada por un tiempo prolongado. Luego se 

                                                 
8 Higuchi, T., Connors  K.A.,  Adv. Anal. Chem. Instrum., 1965, 4, 117-212. 
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filtran las soluciones para no tener compuestos sólidos y se determina la concentración 

del sustrato en solución. Se grafica concentración del sustrato versus concentración del 

segundo componente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.4 

Diagrama de solubilidad de fase 

 

 

En la figura 2.4, se muestra la grafica típica de estos experimentos. El símbolo S 

representa la concentración molar del sustrato disuelto. L, representa la concentración 

del ligante. So es la solubilidad en el equilibrio del sustrato en ausencia del ligante. Un 

aumento lineal de la solubilidad es representado por la línea AL, mientras que una 

curvatura positiva y negativa es indicada por AP y AN respectivamente. Diagramas tipo 

A indican la formación de complejos solubles entre el sustrato y el ligante. Con lo cual, 

si el complejo formado es un diagrama tipo AL, el complejo formado corresponde a un 

complejo de primer orden respeto al ligante. Si es de orden superior a uno respecto a L, 

entonces el diagrama corresponderá a un diagrama tipo AP. En cambio, si corresponde a 

un diagrama del tipo AN, puede corresponder a una alteración en la naturaleza del 
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solvente en la presencia de altas concentraciones de L, o sencillamente que el ligante se 

asocie consigo mismo a concentraciones altas. 

El desarrollo para la determinación de la Ka por esta metodología es el siguiente, donde 

la constante de formación del complejo o de estabilidad estará dada por: 

 

                                                                                                                    (2.10) 

 

 

Las concentraciones pueden ser expresadas en términos de cantidades 

conocidas: ( ) oSS =  

 

                                                                                                                    (2.11) 

 

 

                                                                                                                    (2.12) 

 

 

Donde So es la solubilidad en el equilibrio en ausencia de L, St es la concentración total 

de S disuelta y Lt es la cantidad total de L agregada. Con las ecuaciones anteriores se 

puede obtener una expresión para K en términos de concentraciones conocidas y los 

valores de  m y n. Un caso especial es cuando n = 1 se obtiene lo siguiente: 

 

 

                                                                                                                    (2.13) 

 

 

Una grafica de St v/s Lt, por la formación de un complejo soluble SmL deberá de dar una 

línea recta (diagrama AL) el intercepto corresponde a So y la pendiente esta dada por:  
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                                                                                                                    (2.14) 

 

Para el caso que m es conocido, esta ecuación provee la base para el cálculo de K de la 

pendiente de un diagrama AL. Para el caso que m = 1, la ecuación quedaría:  

 

 

                                                                                                                    (2.15) 

 
 
Un exceso de flavonoide (5mg)  es adicionado a 5 mL de agua desionizada o soluciones 

de CDs (1mM – 10 mM),  en frascos ámbar para evitar descomposición de los 

flavonoides con la luz. Estas soluciones se mantienen en agitación a temperatura 

constante de 30 ºC, en un baño  con agitación mecánica, SUDELAB. Después de 24 hrs 

de agitación, se filtran en filtros Millex 0.45 μm y se les determina la concentración de 

flavonoide disuelto por UV-Vis. Las mediciones espectrofotométricas fueron hechas en 

un UV2 UNICAM utilizando cubetas de cuarzo de 1 cm.  Se grafica concentración de 

flavonoide disuelto versus concentración de ciclodextrina y se determina la constante de 

asociación  de acuerdo a la ecuación 2.15. 

 

 

2.2.4.-Determinación de la geometría de inclusión 

 
 

Los experimentos ROESY al igual que los NOESY proporcionan información sobre 

proximidad espacial entre protones. Los experimentos ROESY son especialmente 

recomendables sobre los  NOESY para moléculas con peso molecular entre 1000-2000 

Dalton. El experimento 2D-ROESY proporciona un espectro 2D de correlación entre las 

señales de protones próximas en el espacio. El espectro 2D-ROESY contiene picos 

m
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diagonales y picos de cruce simétricos. Los picos de la diagonal son los picos 

correspondientes al espectro de protón (picos Ha, Hb y Hc en figura 2.5). Además de 

estos picos, pueden aparecer otros picos fuera de la diagonal que se denominan picos de 

cruce. Para un pico de cruce podemos encontrar su correspondiente pareja de protones 

en la diagonal (si nos movemos en el eje vertical y en el horizontal). En principio un 

pico de cruce puede aparecer en el espectro cuando los dos protones correlacionados 

estén situados en la molécula a una distancia menor de 4.5 Å. Por otro lado, la 

intensidad del pico de cruce ha de ser tanto mayor cuanto más cerca estén los dos 

protones en la molécula (depende de la distancia r-6). Los picos de cruce en 2D-ROESY 

aparecen en fase, y, si no son artefactos, deben ser de distinto signo que los picos 

diagonales (independientemente del tamaño molecular).  

Los espectros ROESY de los complejos formados, fueron registrados de acuerdo a los 

programas estándares de la Bruker. Se utilizó el programa roesyph sensible a la fase, con 

un ancho espectral de 3000 Hz, y de tamaño 16K/8K. El tiempo de mezcla utilizado fue 

de 400ms, el tiempo de relajación fue de 2 segundos y en cada caso se hicieron  32 

repeticiones.  

Los experimentos HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) y HSQC 

(Heteronuclear Single Quantum Correlation), son experimentos de 2 dimensiones, que 

correlacionan 1H y 13C directamente unidos. Las coordenadas de cada señal en el grafico 

de contorno corresponden a los desplazamientos químicos tanto de 1H como de 13C. El 

espectro HSQC corresponde a un tipo de HMQC editado, donde aparecen las señales 

correspondientes a los grupos metilenos (CH2) con fase invertida. Para estos espectros se 

utilizaron los programas estándares de la Bruker,  inviedgpph, con un ancho espectral de 

4000 Hz para protones y 50000 Hz para carbono. 
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Figura 2.5 

Diagrama de espectro ROESY, de una molécula que tiene los hidrógenos Ha y Hb 

cercanos espacialmente a Hc 

 
 
 

2.3.-DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 

2.3.1-RESONANCIA DE ESPÍN ELECTRÓNICO 

 

Los espectros de Resonancia de Espín Electrónica, REE fueron registrados en banda X 

(9.85 GHz) usando un espectrómetro Bruker ECS 106 equipado con cavidad rectangular 

y 50 KHz de modulación de campo.  

 

DPPH9  

Un método sencillo para medir la capacidad antioxidante es utilizando el radical 

DPPH. El radical DPPH reacciona con el antioxidante reduciéndose para dar DPPH-H 

                                                 
9 Nakamura, Y., Watanabe, S., Miyake N., Kohno H., Osawa T. 2003, J. Agric. Food Chem., 51, 3309-
3312 
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y lo que observamos es la disminución de la señal del radical DPPH al reaccionar con 

el flavonoide.  Inicialmente se utiliza un blanco, agua o metanol, y luego se agrega la 

cantidad de flavonoide en estudio.  La actividad antioxidante es evaluada en base a la 

disminución de la señal REE correspondiente al DPPH cuando este se encuentra en 

ausencia y en presencia del flavonoide.  

  

 

 

 

 

                                                                                                                      (2.16) 

 

 

 

Este radical también es usado comúnmente en ensayos de determinación de capacidad 

antioxidante por UV-Vis10, ya que el radical de color purpura (λ = 517nm) se reduce a la 

difenil picrilhidrazina de color amarillo al sustraer un hidrógeno de otra molécula. 

 

 

Metodología 

 

• El blanco es preparado con 180μL de  DPPH 0.5 mM en etanol mas 50μL de 

agua desionizada o metanol dependiendo del caso. 

• La mezcla es agitada vigorosamente durante 10 segundos. 

• La mezcla es transferida a un capilar y se introduce en la cavidad del 

espectrómetro de REE.  

                                                 
10 Kirby A.J., Schmidt R.J., 1997, J of Ethnopharmacology, 56, 103-108. 
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• Para la medición de los flavonoides y de sus respectivos complejos se sigue el 

mismo procedimiento, pero esta vez de se adicionan 50 μL de la muestra. 

 

2.3.2.- ORACFL 

 

 

Para evaluar la capacidad antioxidante de los flavonoides y sus complejos con las CDs, 

se trabajó con la técnica denominada “ORAC”, Oxygen Radical Absorbance Capacity , 

técnica que se centra principalmente en medir el efecto de un antioxidante sobre las 

especies reactivas de oxígeno (EROs). La metodología utilizada corresponde al método 

de Ou et al.11 modificado, en el cual, la termólisis del ABAP provoca una serie de 

oxidaciones sobre la fluoresceína (FL), la cual se oxida a una especie no fluorescente. 

 

                                                                                                                    (2.17) 

 

Se  mide el aumento del área bajo la curva, ya que al agregar un compuesto antioxidante, 

éste compite por los radicales peroxilos cedidos por ABAP. Entonces, la fluorescencia 

de la fluoresceína se mantiene por más tiempo y una vez consumido todo el 

antioxidante, la reacción de oxidación de la fluoresceína se lleva a cabo. Una forma de 

presentar la actividad antioxidante de un compuesto determinado, es referenciándola a 

un estandard. Normalmente se utiliza el ácido (S)-(-)-6-hidroxi-2,5,7,8-

tetrametilcroman-2-carboxílico, mas conocido como Trolox.  Entonces, se registran los 

cambios de fluorescencia de los flavonoides libres y acomplejados con las diferentes 

ciclodextrinas.  

De las soluciones stock preparadas de los flavonoides (1mM) o de los complejos de 

inclusión formados (FLAV:CD 1:10), se tomaron alícuotas para dar concentraciones 

                                                 
11 Ou, B.; Hampsch-Woodill, M.; Prior, R. L., 2001,  J. Agric. Food Chem., 49, 4619. 

ROOHFLROOFL oxidada +→+ •
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finales de 1- 5μM.  Estas alícuotas se homogeneizaron en las mismas cubetas de cuarzo 

para fluorescencia, con 215 μL de fluoresceína (concentración final 70 nM),  con 240 µL 

de ABAP 0.15 mM (generador de radicales peroxilo) completándose a un volumen final 

de 3000 μL con buffer fosfato 75 nM (pH 7.4). Una vez agregado todos los reactivos, se 

introduce la cubeta en el espectrofluorímetro LS 50B (PerkinElmer, Boston, MA, USA),  

el cual se encontraba a 60ºC. Se registra la fluorescencia cada 50 seg. por 

aproximadamente  17 minutos, excitando a  490 nm con slit de 2nm  y la emisión fue 

registrada a 515nm con slit de 4nm.  Se utilizó una solución de Trolox como patrón de 

referencia.  

Los datos de las mediciones fueron exportados al programa OriginPro (OriginLab 

Corporation, Northampton, MA) para realizar los cálculos correspondientes. A partir de 

las cinéticas obtenidas se procedió a normalizar los valores de intensidad utilizando la 

expresión F/F0. Una vez normalizados los valores de intensidad, se calculó el área bajo 

la curva de cada uno de los ensayos efectuados para cada compuesto. Una vez obtenido 

el valor de las áreas bajo la curva, se procedió a la construcción de los gráficos de área 

bajo la curva versus concentración. De este gráfico, se ajustó la mejor recta calculándose 

las pendientes.  

El cálculo de los valores de ORAC en relación a los valores de Trolox se determinan de 

acuerdo a la siguiente formula:   

 

                                                                                                                    (2.18) 

 

Donde: 

 

 (ABC): corresponde a la pendiente de la curva obtenida al graficar el área bajo la curva  

en presencia del antioxidante versus concentración del antioxidante. 

(ABC)Trolox : corresponde a la pendiente de la curva obtenida al graficar el área bajo la 

curva de Trolox versus concentración de Trolox. 

C
C
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C Trolox : Concentración de Trolox. 

C : Concentración del antioxidante. 

El valor de ORAC se expresa en equivalentes de Trolox y es independiente de la 

concentración de antioxidante. El valor del cuociente se denomina también Trolox 

equivalentes (TEQ). Los TEQ nos indican la capacidad antioxidante de los diferentes 

flavonoides en relación a Trolox que posee un valor de 1,0 TEQ. 

 

 

 

2.4.-CALCULOS TEORICOS 

2.4.1.-AUTODOCK 

Para la construcción in silico de la βCD, DMβCD y HPβCD se utilizó el modulo builder 

del InsightII, donde se le adicionó a la βCD 14 grupos metilos, en las posiciones 2 y 6  

para formar la DMβCD y 7 grupos hidroxipropilos  para formar la HPβCD. Estos  

fueron optimizados con 300 pasos del método gradientes conjugados. La catequina fue 

construida usando gaussian98 cuya geometría fue optimizada usando el método 

semiempírico PM3. 

Para generar los complejos de partida se utilizó Autodock3.0.5. Los parámetros 

definidos para la búsqueda global fueron una población inicial de 50 individuos, un 

número máximo de evaluaciones de energía de 1500000, un número máximo de 

generaciones de 50000, número de individuos con mejor perfil energético que 

sobreviven a la próxima generación sin modificaciones igual a 1, probabilidad de 

mutación y crossover de 0.02 y 0.08 respectivamente.   

Autodock con el fin de definir el espacio de búsqueda,  cuenta con un método de grillas 

las cuales determinan el espacio conformacional de posibles soluciones. Para testear la 

capacidad de Autodock de converger en soluciones que se encuentren dentro de la 
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ciclodextrina, la grilla fue seteada de tal manera que cubriera tanto la cara externa como 

la superficie interna de la  ciclodextrina con un tamaño de grilla de 80 Å por lado, con 

un espaciado entre los puntos de 0.3 Å. El siguiente procedimiento fue empleado para 

las tres ciclodextrinas, el número de corridas fue de 250 por ciclodextrina.  

Al término de cada corrida las soluciones fueron separadas en cluster de acuerdo a su 

RMSD mínimo y el mejor store, el cual está basado en un parámetro energético definido 

por una función empírica de energía libre. Luego fueron seleccionados aquellos cluster 

cuya energía promedio no era menor a 1 kcal/mol respecto a la mejor energía obtenida 

en la corrida total. De estos cluster fue tomada una solución representativa de ellos y se 

comparó  con los datos experimentales de RMN, seleccionando aquella que sea capaz de 

representarlos de manera más exacta.  El complejo seleccionado finalmente fue 

optimizado utilizando métodos semiempíricos PM3 como un refinamiento utilizando 

Gaussian98.   
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CAPITULO 3 

 

RESULTADOS Y DISCUSION 

 

3.1 COMPLEJOS QUERCETINA-CICLODEXTRINAS 

 

Dentro de la familia de los flavonoides, la quercetina (QUE) pertenece al grupo de los 

flavonoles. Estos, además de presentar un par de hidroxilos en posición orto en el anillo 

B,  presentan un doble enlace entre C2 y C3 conjugado con el grupo ceto del C4, el cual 

es responsable de la deslocalización de los electrones del anillo B, donde  se ve 

reforzada la capacidad atrapadora del radical libre1 y la presencia del hidroxilo en la 

posición 3 del heterociclo también aumenta la actividad atrapadora del radical.  

Pero la quercetina es muy poco soluble en solución acuosa, lo cual lo limita en el uso 

farmacológico. Por lo cual,  para sobrellevar este problema, se prepararon complejos de 

quercetina con diferentes ciclodextrinas, con el objeto de determinar una posible 

inclusión y obtener la constante de asociación Ka, y determinar en lo posible su 

geometría de inclusión. 

 

 

 

 

 

                                                 
1 Rice-Evans ,C.A., Miller, N.J., Paganga,G., 1996, Free Radic. Biol. Med. 20, 933-956. 
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Figura 3.1.1 

Espectro 1H-RMN de QUE en solución mixta MeOD:D2O 2:1 

 

Para cumplir con lo anterior, como primer punto, es necesario caracterizar los protones 

de la quercetina, por lo cual, se registró el espectro de la QUE en una solución mixta 

MeOD:D2O 2:1, debido a la baja solubilidad del flavonoide en solución acuosa.  

En la figura 3.1.1, se observa a campo alto dos dobletes con J = 2.0 Hz, que 

corresponden a los protones aromáticos del anillo A, que se encuentran en posición 

meta. Luego a campo bajo, se observa un sistema de 3 espines propios del anillo B de la 

quercetina. Un doblete con J = 8.5  Hz  que corresponde al H-5’, un doble de doblete 

(dd) perteneciente a H-6’con J = 2.0 y J = 8.5 Hz y finalmente un doblete con J =  2.0 

Hz debido al  H-2’. Estas asignaciones están de acuerdo a lo reportado previamente2. 

 

 

 

                                                 
2 Zheng Y., Haworth I.S., Zuo Z., Chow M.S.S., Chow A.H.L., 2005, J. Pharm. Sci. 94, 1079-1089. 
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Figura 3.1.2 

Espectros de las ciclodextrinas libres y de sus respectivos complejos con quercetina en 

soluciones órgano-acuosas, MeOD:D2O 2:1. 

 

 

La confirmación de la formación de los complejos de inclusión, está dada por los 

desplazamientos químicos, ya sea de los protones aromáticos de la QUE o de los 

protones internos de la ciclodextrina (H-3, H-5 y H-6). Para este caso particular, las 

señales correspondientes a los hidrógenos aromáticos, prácticamente no presentan 

desplazamiento por efecto de la inclusión, a diferencia de los protones de las 

ciclodextrinas que tienen pequeños desplazamientos a campo alto, figura 3.1.2.  Esto 

podría ser indicio de una leve interacción de la QUE con las ciclodextrinas. Para 

confirmar la inclusión, se realizó  el experimento de solubilidad de fase. De acuerdo a  

Higuchi y Connors3, la gráfica correspondiente a  un sustrato solubilizado en función de 

la concentración del ligante, nos indica  el aumento de la solubilidad del sustrato en 

función de éste.  En la figura 3.1.3, observamos el aumento  de la solubilidad de la 

quercetina en función de las diferentes ciclodextrinas utilizadas, βCD, HPβCD y 

SBEβCD. La cual corresponde a una gráfica lineal, con pendiente menor que 1, que de 

acuerdo a Higuchi y Connors es considerado un  diagrama tipo AL, donde la formación 

del complejo correspondería a un complejo 1:1. En la Tabla 3.1.1, están los valores de 
                                                 
3 Higuchi, T., Connors K.A., 1965, Adv. Anal. Chem. Instrum., 4, 117-212. 

3.53.63.73.83.94.04.1 ppm 3.53.63.73.83.94.04.1 ppm 3.53.63.73.83.94.04.1 ppm

β-CD                                                               HP                                                            SBE 

   QUE-β-CD                                                      QUE-HP                                                    QUE-SBE 
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las Ka determinadas utilizando la ecuación 2.15 del Capitulo de Materiales y Métodos. 

Se puede observar  un aumento en los valores de las Ka los cuales podrían estar 

relacionados  con los sustituyentes presentes en la ciclodextrina nativa. Al estar 

sustituida por grupos hidroxipropilos o sulfobutilos, la ciclodextrina aumenta el tamaño 

de la cavidad permitiendo así más interacciones con el flavonoide, reflejándose en el 

valor de la constante de asociación.  

Pralhad y Rajendrakumar4, también estudiaron por solubilidad de fase los complejos de 

quercetina con β-ciclodextrina y con hidroxipropil-β-ciclodextrina. A pesar de que los 

valores obtenidos por ellos son menores, 402 y 532 M-1 respectivamente, podemos 

observar, que mantienen la tendencia, es decir, el valor obtenido para el complejo con la 

hidroxipropil-β-ciclodextrina es mayor que para la β-ciclodextrina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1.3 

Gráfica de concentración de ciclodextrina, (βCD, HPβCD y SBEβCD) en función de quercetina 

disuelta. 

                                                 
4 Pralhad T., Rajendrakumar K., 2004, J. Pharm. Biomed. Anal. 34, 333-339. 
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Además de determinar las Ka por Uv-Vis, también se determinaron  las Ka por 1H-RMN, 

específicamente por la técnica de Difusión. Para ello se registraron espectros DOSY, 

tanto de las ciclodextrinas libres, quercetina libre, como de los complejos formados, 

según está descrito en Materiales y Métodos.  

Debido a la baja solubilidad de la quercetina, los complejos formados en agua deuterada 

no presentaban una concentración adecuada para ser detectada por RMN, por lo que fue 

necesario preparar los complejos en  solventes mixtos, metanol deuterado y agua 

deuterada. Para obtener una concentración adecuada de quercetina sin que esta precipite, 

la mezcla final utilizada fue de una relación dos de metanol por una de agua. Por lo 

tanto, se registraron los espectros DOSY para todos los casos en mezclas órgano-acuosas 

2:1. Se registraron los espectros DOSY para la quercetina, las ciclodextrinas y los 

complejos formados, para obtener los valores de  Dlibre, Dunido y Dobs respectivamente.  

En la figura 3.1.4, observamos los espectros DOSY para los tres complejos formados, 

QUE-βCD, QUE-HPβCD y QUE-SBEβCD. En el eje x tenemos lo que correspondería 

al espectro de protones del complejo. En la zona aromática, se tienen las señales 

correspondientes a la quercetina, mientras que en la zona alifática tenemos lo que 

corresponde a las señales de las diferentes ciclodextrinas. El eje y, corresponde a log D, 

donde D corresponde al coeficiente de difusión (m2/s). Entonces, en base al tamaño, 

podremos decir que cualitativamente la ciclodextrina es la que difunde más lento y el  

agua deuterada que corresponde a la señal que se observa a 4.7 ppm, difunde más 

rápido. Muy cercana al agua se observa el metanol presente a 3.3 ppm y luego se 

observa las señales correspondientes a la quercetina.  

Del espectro DOSY del complejo, es de donde obtenemos el Dobs, que corresponde a la 

fracción unida a la ciclodextrina y la que se encuentra libre, ecuación 2.8 del capítulo de 

Materiales y Métodos. Utilizando las ecuaciones 2.9 y 2.7 obtenemos los valores de las 

constantes de asociación Ka para los complejos formados.   Los valores de las constantes 

obtenidas en comparación a las obtenidas por UV son bastante menores, (Tabla 3.1.1) 

pero siguen la misma tendencia. Lo que está de acuerdo con los estudios hechos por  
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Conners et al5. quienes estudiaron las constantes de equilibrio de naranja de metilo con 

α-ciclodextrina en solventes mixtos. La presencia de solventes orgánicos disminuye los 

valores de las Ka, debido a que el sustrato prefiere encontrarse en el solvente orgánico 

que en la cavidad de la ciclodextrina. A diferencia de que cuando hay solo agua, el 

sustrato prefiere la cavidad apolar de la CD que el medio acuoso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1.4 

Espectros DOSY de los complejos de QUE-βCD, QUE-HPβCD y QUE-SBEβCD en mezclas 

órgano-acuosas MeOD-D2O 2:1, a 298K.  

 

La tendencia observada de las Ka,  SBEβCD > HPβCD > βCD, es la misma que la 

presentada por Zheng et al.2, donde se observa una mayor interacción con la SBEβCD 

que con la HPβCD y esto es debido probablemente a los contactos adicionales de la 

quercetina con los sustituyentes propil y butil respecto a la ciclodextrina nativa. 

Entonces, las ciclodextrinas derivatizadas proveen mayor área de interacción, lo cual 

permite una interacción más fuerte de la quercetina con las ciclodextrinas. Junto con 

esto, las interacciones por puente de hidrogeno entre los grupos hidroxilos de la 

                                                 
5 Connors A.K., Mulski M.J., Paulson A., 1992, J. Org. Chem. 57, 1794-1798. 

ppm

45678 ppm

-9.0

-9.5

-10.0

45678 ppm 45678 ppm

QUE-bCD QUE-HPbCD QUE-SBEbCD



 64

quercetina y los sustituyentes de la ciclodextrina también estabilizan el complejo 

formado. A pesar que se utilizó la misma técnica para la determinación de las Ka, 

método de solubilidad de fase, los valores obtenidos por el, son mayores, debido 

posiblemente a que los experimentos fueron realizados  a pH 3, mientras que los hechos 

en este estudio son en agua desionizada (pH neutro). 

 

 

Tabla 3.1.1 

Valores de las Ka determinadas por el método de solubilidad de fase y por 1H-RMN utilizando la 

metodología DOSY en mezclas mixtas MeOD-D2O 2:1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con respecto a la caracterización de los complejos de inclusión, desde el punto de vista 

conformacional, se registraron espectros 2D  ROESY a los tres complejos formados. 

Para los complejos con βCD e HPβCD, no se observaron picos de cruce entre los 

hidrógenos aromáticos de la quercetina con los hidrógenos internos de la ciclodextrina. 

Por su parte, el complejo de quercetina con SBEβCD, si se observan interacciones 

dipolares. En la  figura 3.1.5, vemos una sección del ROESY del complejo QUE-

SBEβCD, la cual corresponde a la zona aromática de la QUE y  a la zona alifática de la 

ciclodextrina. Debido a que la sustitución de la ciclodextrina con los grupos sulfobutiles 

es aleatoria, se hace muy difícil asignar los protones internos de la ciclodextrina. Por ello 

se registraron espectros de correlación C-H, HSQC, para asignar los protones internos, 

complejo Ka  (M-1) (UV) Ka  (M-1) 1H-RMN 

Que-βCD 602 138 

Que-HPβCD 1419 249 

Que-SBEβCD 4032 303 
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H-3 y H-5 de la SBEβCD, figura 3.1.6. Con esta asignación, el estudio del ROESY es 

más detallado y se observa interacción clara de los hidrógenos H-6 y H-8 del anillo A de 

la quercetina con los H-5 y H-3 de la ciclodextrina. Además se observa con menor 

intensidad, interacción del H-2’ del anillo B con el H-3 de la ciclodextrina. Se desprende 

de estos resultados, que el complejo de inclusión de QUE con SBEβCD, el anillo A es el 

que se encuentra incluido dentro de la cavidad de la ciclodextrina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1.5 

Espectro ROESY del complejo QUE-SBE-β-CD, [QUE] = 2.65mM y [SBE] = 3.36 mM, en 

mezcla MeOD:D2O 2:1 

 

 

En los espectros ROESY de los complejos formados con βCD e HPβCD no se 

observaron interacciones dipolares entre la quercetina y las ciclodextrinas, lo cual podría 

deberse a los pequeños valores de las Ka obtenidas, ya que la fracción  de quercetina 

libre es mucho mayor que la fracción de la quercetina incluida en la ciclodextrina. Esta 
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dificultad experimental no nos permite estimar  la geometría  de inclusión  de  la 

quercetina  en estas  dos  ciclodextrinas. Sin embargo, los estudios mecánico-cuánticos 

hechos por  Yan et al.6 de la quercetina con β-CD, indican que el hidroxilo 7 de la 

quercetina interacciona por puente de hidrógeno con el hidroxilo ubicado en la posición 

6 de la β-CD estabilizando el complejo QUE-βCD, figura 3.1.7 (A). Esto concuerda con 

la geometría de inclusión obtenida para el complejo QUE-SBEβCD, es decir, el anillo B 

del flavonoide se encuentra ubicado hacia el lado ancho de la ciclodextrina mientras que 

el anillo A se encuentra por el lado angosto de la SBEβCD, figura 3.1.7 (A). Pero la 

diferencia estaría en que tan profundo se encuentra el anillo A en la ciclodextrina.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1.6 

Espectro HSQC de SBEβCD y del complejo QUE-SBEβCD en soluciones mixtas MeOD-D2O 

2:1. 

 

 

 

                                                 
6 Yan C., Li X., Xiu Z., Hao C.,  2006, J. Mol. Struct. Teo.,  764, 95 -100. 
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(A)                                                                       (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1.7 

Esquema de inclusión de quercetina en SBEβCD (A) y geometría de inclusión de quercetina en 

βCD por Yan et al.6 (B). 

 

Según los estudios de Yan et al.6, el anillo A de la quercetina estaría sobresaliendo por el 

lado primario de los hidroxilos, figura 3.1.7 (B),  mientras que en la SBEβCD, la 

cromona se encuentra incluida en la cavidad de la ciclodextrina, pero no lo suficiente 

como para que el anillo A interaccione con los hidroxilos primarios. En cambio, el anillo 

B no se encontraría incluido dentro de la cavidad. Esto podría ser debido a que los 

grupos sulfobutilos ejercen un efecto estérico evitando una inclusión mayor. Por otra 

parte, los grupos sulfobutilos presentan más posibilidades de interacción con la 

quercetina, lo que se ve reflejado en  el aumento de la Ka con respecto a la ciclodextrina 

sin derivatizar.  

Para determinar si la quercetina sigue manteniendo sus propiedades antioxidantes, se 

estudió la reactividad de los complejos formados en presencia de los radicales DPPH· y 

Galvinoxyl por REE. Para ello se estudiaron los complejos de inclusión formados en los 

experimentos de solubilidad de fase y de la quercetina  libre. Para lo cual, se tomaron las 

alícuotas correspondientes a la concentración de 3mM de cada una de los complejos 

formados. Se llevaron a una mezcla MeOH/H2O (20:80) con DPPH· /Galvinoxyl 2mM. 
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Las mediciones del decaimiento de la señal de REE fueron hechas 10 minutos después 

de iniciarse la reacción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura  3.1.8  

Espectro REE de  galvinoxyl (A); galvinoxyl en presencia de βCD (B); QUE (C); QUE–βCD 

(D); QUE–HP-βCD (E) y QUE–SBE-βCD (F). 

En la figura 3.1.8, se observa la disminución de la intensidad del radical galvinoxyl por 

REE frente a la QUE libre y complejada con las diferentes CDs. Este mismo 

comportamiento se observa con el radical DPPH, figura 3.1.9. Aquí se confirma el 

aumento de la concentración de QUE en solución acuosa por la presencia de CD. Con lo 

cual, podremos decir, que al formar los complejos de inclusión, se aumenta la 

biodisponibilidad de la QUE en solución acuosa y no se observa pérdida de la actividad 

antioxidante del flavonoide. 

Para evaluar la capacidad antioxidante de la QUE y sus complejos con las diferentes 

CDs, se utilizó la técnica ORACFL, técnica que se centra en medir el efecto del 
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antioxidante sobre las especies reactivas de oxígeno, en este caso, producidas por la 

termólisis del ABAP. En la figura 3.1.10, se observa el decaimiento de la fluorescencia 

de la fluoresceína en el tiempo, a diferentes concentraciones del complejo formado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1.9 

Reactividad del radical DPPH·/Galvinoxyl frente a QUE libre y a los complejos formados. La 

concentración de DPPH·/Galvinoxyl fue de 2mM. 

 

La pendiente entre el área bajo la curva (ABC) y la concentración de cada uno de los 

complejos fue determinada para calcular el Trolox equivalente (Teq) de cada uno de los 

complejos. Los valores estadísticos para cada uno de los gráficos obtenidos excedió el 

valor de r2 =  0.99176. En la Tabla 3.1.2 se observa el Trolox equivalente para QUE 

libre y QUE formando complejos con las diferentes ciclodextrinas. En esta tabla, 

observamos que la quercetina al formar complejos con las ciclodextrinas, disminuye su 

actividad antioxidante respecto a la quercetina libre entre un 5 a 12% dependiendo de la 

ciclodextrina utilizada. Mientras que con la SBEβCD, la actividad antioxidante se podría 
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decir que se mantiene. Estas diferencias podrían estar relacionadas con la geometría de 

inclusión de la quercetina dentro de la ciclodextrina. La actividad de la quercetina 

depende del anillo B, específicamente al grupo catecol, y la capacidad atrapadora de 

radicales libres se ve potenciado además por presentar un doble enlace entre C2 y C3 el 

cual se encuentra conjugado con el grupo ceto del C4, el cual es responsable de la 

deslocalización de los electrones del anillo B7. El hecho que el complejo con la SBEβCD 

mantenga su actividad, estaría de acuerdo con los resultados obtenidos, acerca de que el 

anillo B del flavonoide se encuentra más expuesto al solvente con respecto a las otras 

ciclodextrinas. De acuerdo a lo presentado por Álvarez-Parrilla8, quien hizo un estudio 

de reactividad para la quercetina, rutina y sus complejos de inclusión con βCD. El 

observó que la reactividad para el complejo QUE-βCD se veía aumentada en un 10% 

respecto a la quercetina libre. Mientras que para la rutina el aumento fue de un 18% 

respecto a la rutina libre. Estos estudios los realizó utilizando la metodología FRAP 

(Ferric reducing antioxidant power ) y el aumento de la reactividad lo atribuyó a que 

como el grupo catecol es el que se incluye en la cavidad hidrofóbica provoca 

modificaciones en el comportamiento redox del flavonoide.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1.10  

Decaimiento de fluorescencia de la fluoresceína del complejo QUE-βCD a diferentes 

concentraciones (1μM-5μM) 

                                                 
7 Rice-Evans ,C.A., Miller, N.J., Paganga,G., 1997, Trends in Plant Science. 2, 152-159. 
8 Alvarez-Parrilla E., De la Rosa L.A., Torres-Rivas F., Rodrigo-Garcia J., Gonzalez-Aguilar G.A., 2005, 
J. Incl. Phenom. Macro. Chem. 53, 121-129. 
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Tabla 3.1.2 

Valores de las pendientes obtenidas de las graficas ABC v/s concentración con sus valores de r2 

y los Teq para la quercetina y los complejos formados 

 

Compuesto Pendiente r2 
Trolox 

Equivalente 

Trolox 1.013*107 0.99176 1.0 

Quercetina 8.822*107 0.99621 8.7 

QUE-βCD 7.767*107 0.99994 7.7 

QUE-DMβCD 7.931*107 0.99764 7.8 

QUE-SBEβCD 8.957*107 0.99215 8.8 

QUE-HPβCD 8.319*107 0.99441 8.2 

 

 

También se estudió la reactividad de la quercetina utilizando el radical DPPH por REE, 

pero esta vez, la concentración de quercetina en todos los complejos formados fue la 

misma, de modo de poder relacionar la actividad del flavonoide dependiendo de la 

ciclodextrina utilizada. El radical DPPH existe de manera estable como radical, por lo 

que se prepararon soluciones de DPPH de concentración conocida. La determinación de 

la reactividad de este radical con la quercetina es directa,  puesto que se mide la 

disminución de la intensidad de la señal a un tiempo determinado, reproducido de forma 

igual para todos los complejos formados. En la figura 3.1.11, se observa el área bajo la 

curva en porcentaje respecto al blanco utilizado.  Vemos que la intensidad del radical 

disminuye una vez que se encuentra en presencia de quercetina. Al adicionar los 

complejos con quercetina, se observa una mayor disminución de la señal del radical 

DPPH,  que se relaciona con una actividad mayor respecto a la quercetina libre. Esto 

estaría indicando un aumento de la actividad antioxidante para todos los complejos 

formados. Este aumento de actividad de los complejos varia entre el 20 y 30% respecto a 
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la quercetina libre dependiendo de la ciclodextrina utilizada. Caso contrario a lo 

observado en los estudios con ORAC, en donde la reactividad disminuía al formarse los 

complejos de inclusión. 

 

Figura 3.1.11 

Variación de  la intensidad de la señal del radical DPPH cuando se encuentra en presencia de 

quercetina y de sus complejos de inclusión 
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3.2 COMPLEJOS MORINA-CICLODEXTRINAS 

 

Otro flavonoide utilizado en este estudio es la morina, un isómero de la quercetina. La  

diferencia que tienen es que los hidroxilos del anillo B ya no se encuentran en posición 

orto sino que ahora están en posición meta. Lo que hace que disminuya su actividad 

antioxidante, debido a que la estabilidad del radical no se ve tan favorecida como es el 

caso de la quercetina, por la presencia del catecol.   

Se registraron los espectros 1H-RMN y COSY en MeOD, para hacer las asignaciones de 

cada uno de los hidrógenos. En la figura 3.2.1, está representado el espectro 1H-RMN de 

la morina en MeOD, donde a campo alto se observan dos dobletes. Estos corresponden a 

los protones aromáticos del anillo A, que se encuentran en posición meta, con J = 2.1 

Hz, donde el doblete que se encuentra a campo bajo corresponde al H-8 y el doblete que 

se encuentra a campo alto a H-6. Luego, a campo más bajo, se observa otro doblete con 

J = 2.3, y un dobledoblete con  J = 2.3 y J = 8.6 Hz, que son debidos a  H-3’ y H-5’ 

respectivamente del anillo B. Mientras que el H-6’ se encuentra desplazado a campo 

bajo con una constante de acoplamiento de J = 8.6 Hz.  

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2.1 

Espectro 1H-RMN de morina en MeOD. 
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La formación de los complejos de inclusión sigue el mismo procedimiento de la 

quercetina, excepto que como la morina es más soluble en agua que la quercetina, se 

prepararon los complejos con un bajo porcentaje de MeOD en el medio, lo suficiente 

para no tener problemas de solubilidad, lo que corresponde a un 6% MeOD. Los 

complejos son preparados  1:1 en concentraciones de 0.5mM para evitar la precipitación 

de la morina.  

Si  observamos los espectros 1H-RMN de la parte alifáticas de los complejos con 

ciclodextrinas, figura 3.2.2, el complejo M-βCD presenta desplazamientos de los H-3, 

H-5 y H-6 de la β-ciclodextrina a campo alto. La inclusión de la morina queda 

claramente establecida por  el efecto anisotrópico de los anillos aromáticos que 

desplazan a campo alto los hidrógenos internos de la ciclodextrina.  

Para el caso de la HPβCD y SBEβCD, se observa desplazamiento de los protones de las 

ciclodextrinas,  pero debido a la sustitución aleatoria que tienen estas ciclodextrinas y a 

la baja concentración a la cual se trabajó, no se pudo determinar los desplazamientos de 

los protones internos de la ciclodextrina por los espectros HSQC. Pero como la 

confirmación de la formación de los complejos está dada por los cambios en los 

espectros de la figura 3.2.2, se realizaron los experimentos de solubilidad de fase.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2.2 

Espectros 1H-RMN de las ciclodextrinas libres y de sus respectivos complejos  
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En la figura 3.2.3, vemos como aumenta la concentración de la morina por la presencia 

de la SBEβCD. De acuerdo a Higuchi y Connors1, al graficar concentración de morina 

disuelta en función de concentración de ciclodextrina, se observa claramente una 

linealidad con el aumento de concentración de ciclodextrina. Indicando que sigue un 

diagrama del tipo AL, donde el complejo formado corresponde a un complejo de primer 

orden, es decir, la estequiometría corresponde a 1:1. Las otras ciclodextrinas utilizadas 

siguen este mismo comportamiento. Los valores de las Ka obtenidas por esta 

metodología, se encuentran en la Tabla 3.2.1, donde se observa claramente un aumento 

de las constantes de asociación a medida que aumenta el grupo derivatizado en la 

ciclodextrina, lo cual se relaciona directamente con el aumento de las interacciones 

debidas a los grupos presentes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2.3 

Espectros de absorción de (A) morina y de los complejos de inclusión M-SBEβCD a diferentes 

concentraciones. (B)Gráfica de solubilidad de fase, [M] v/s  [SBEβCD] 

 

 

                                                 
1 Higuchi, T., Connors K.A., 1965, Adv. Anal. Chem. Instrum., 4, 117-212 
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Tabla 3.2.1 

Valores de Ka obtenidos por método de solubilidad de fase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2.4 

Espectro DOSY del complejo M-SBEβCD en D2O con 6% MeOD  
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Como se corroboró la formación de los complejos y que estos tienen una estequiometría 

de 1:1, se procedió a registrar los espectros DOSY. En la figura 3.2.4, se observa la 

difusión que presenta la morina y la SBEβCD en el complejo formado. Donde la 

difusión observada de la morina corresponde a Dobs y es la fracción correspondiente a la 

difusión de morina libre y unida. Además, se registraron los espectros DOSY de la 

morina, Dlibre, y de cada una de las ciclodextrinas libres, Dunido. El valor determinado 

para la morina unida a la ciclodextrina se toma en base a que la morina es lo 

suficientemente pequeña con respecto a la ciclodextrina y por ende no produce variación 

en el coeficiente de difusión de la ciclodextrina, tomándose entonces el coeficiente de 

difusión de  Dunido como el de la ciclodextrina libre2.  En la Tabla 3.2.2 se observan los 

coeficientes de Difusión obtenidos para las diferentes ciclodextrinas, morina libre y  

morina unida a la ciclodextrina. Por medio de la ecuación 2.9, descrita en el Capítulo de 

Materiales y Métodos, se determinó la fracción  unida del flavonoide a la ciclodextrina y 

utilizando la ecuación 2.7 se calculó la constante de asociación.  

 

Tabla 3.2.2 
Valores de las Ka determinadas por RMN utilizando la metodología DOSY en D2O con un 6% 
MeOD.  
 

                                                 
2 Wimmer, R.; Aachmann, F. L.; Larsen, K. L.; Petersen, S. B., 2002, Carbohydr. Res., 337, 841. 
 

 Dobs  (m2/s) Dunido (m2/s) Dlibre (m2/s) funido Ka (M-1) 

M -βCD 2.87 10-10 2.34 10-10 3.89 10-10 0.654 3140 

M-HP-βCD 2.37 10-10 2.08 10-10 3.89 10-10 0.835 18900 

M-SBE-βCD 2.16 10-10 1.61 10-10 3.89 10-10 0.755 9970 



 78

Los valores obtenidos de las Ka por esta metodología son bastante mayores que los 

obtenidos por solubilidad de fase. Esta discrepancia observada mediante la técnica de 

solubilidad de fase y por RMN no es inusual, ya que se ha observado3 que para sustratos 

poco solubles, los valores obtenidos de las Ka en ciclodextrinas por solubilidad de fase 

son menores al compararlas  con los valores obtenidos por métodos espectroscópicos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2.5 

Espectros 1H-RMN de morina y de los complejos 1:1 con las diferentes ciclodextrinas en D20 

con un 6% MeOD.  

 

                                                 
3 Alvarez-Parrilla E., De la Rosa L.A., Torres-Rivas F., Rodrigo-Garcia J., Gonzalez-Aguilar G.A. 2005, 
J. Incl. Phenom. Macro. Chem. 53, 121-129. 
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ppm
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En la figura 3.2.5 se observan los protones aromáticos de la morina cuando está libre e 

incluida en las diferentes ciclodextrinas. Algunos de estos protones presentan 

desplazamiento a campo alto al incluirse y otros a  campo bajo, pero lo que más llama la 

atención  es que aparentemente se observan 4 hidrógenos aromáticos en vez de los cinco 

hidrógenos que componen la morina (figura 3.2.1). Este comportamiento anómalo se 

observó en los cuatro complejos formados y también en la morina libre, por lo tanto, no 

es debido a la formación del complejo que sucede esta característica. A lo mas, en 

algunas casos se alcanza a observar una quinta señal que pudiera deberse a el hidrogeno 

faltante, pero la integración es bastante menor que el resto de las señales. Como se 

mantiene en agitación durante 24 hrs para la formación del complejo, incluyendo 

también la morina sola, se procedió a preparar una muestra de morina en D2O con un 6% 

MeOD  registrándosele  espectros en el momento, a los 15 minutos y a las 4 horas, 

observándose claramente cómo va disminuyendo una de sus señales,  para después de 4 

horas sencillamente desaparecer.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2.6 

Espectro COSY de morina  en D2O + 6% MeOD 
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En la figura 3.2.6, se observa el espectro COSY registrado a la morina después de un par 

de horas de preparar la muestra. Aquí se ve claramente que solo se encuentra presente el 

sistema de 3 espines que corresponde a los hidrógenos aromáticos correspondientes al 

anillo B, mientras que el otro sistema que correspondería  al anillo A solo hay un protón. 

De acuerdo a los resultados presentados, claramente desaparece en el tiempo un 

hidrógeno. La explicación más razonable a este hecho,  es que ése hidrógeno se 

intercambie con deuterios del medio, haciéndolo no detectable. En resumen, podemos 

concluir que la morina en solución deuterada acuosa intercambia un protón aromático en 

el tiempo. La señal que se observa a campo alto corresponde al protón H-6 del anillo A. 

En este caso, es un singulete debido a que el protón adyacente el H-8 que se encontraba 

a campo bajo respecto a él, se ha intercambiado por los átomos de deuterio, razón por la 

cual ya no acoplan entre sí.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2.7 

Espectro COSY del complejo M-HPβCD en D2O con un 6% MeOD. 
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Para confirmar que el H-8 es el hidrógeno faltante, se registró un COSY al complejo de 

M-HPβCD, figura 3.2.7,  donde se observa con mayor claridad los cinco hidrógenos 

aromáticos. A pesar de presentar una integración menor que el resto de los protones, se 

observa un acoplamiento entre el hidrogeno que se nos intercambia con el  H-6, por ende 

la señal que desaparece correspondería al H-8 del anillo A. Este intercambio hidrógeno - 

deuterio, también ha sido observado como un intercambio inusual de  hidrógenos 

aromáticos por Hadjipavlou et al.4, donde la señal correspondiente al hidrogeno H-2 del 

heterociclo 1-etil-1H-3nitrobenzopirano[4,3,2-cd]isoindol, desaparecía en el tiempo en 

mezclas CD3OD-CDCl3. Este efecto excepcional fue atribuido a un rápido intercambio 

H-D del protón aromático H-2.    

 

Para hacer un estudio mas acabado respecto al protón faltante, se prepararon complejos 

de inclusión de  morina con la HPβCD, desde razones molares 1:1 hasta 1:20. Los 

resultados son claros, figura 3.2.8, ya que cuando hay un exceso de ciclodextrina, se 

observan todos los hidrógenos. Estos resultados nos dan luces de lo que podría estar 

sucediendo. El H-8 se intercambia con los deuterios del medio cuando se encuentra en 

solución, pero al estar incluido en la CD y más aun, cuando está en exceso la CD, la 

morina se encuentra incluida en la cavidad hidrofóbica de la CD, no permitiendo así un 

intercambio con el solvente. Esto nos estaría indicando que el anillo A, que contiene al 

hidrogeno H-8, se encuentra profundamente incluido en la ciclodextrina evitando todo 

tipo de interacción con el solvente. 

Para confirmar esto, se prepararon 3 muestras estudiándose en el tiempo. Morina, 

complejo M-HPβCD 1:1 y complejo M-HPβCD 1:20. La concentración de morina se 

mantuvo constante en todos los casos en 0.5 mM. 

 

 

 

                                                 
4 Hadjipavlou C., Kostakis I.K., Pouli N., Marakos., Micros E., 2006, Tetrahedron Lett. 47, 3681-3684. 
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Figura 3.2.8 

Espectro 1H-RMN de morina y complejos de morina a diferentes razones Morina : HP β-CD, en 

D2O con un 6% MeOD. 

 

 

El seguimiento fue durante 144 horas. Para el flavonoide libre, en el transcurso de las 

primeras 24 horas, la señal H-8 de la morina ya no se observaba, figura 3.2.9. Mientras 

que para el complejo 1:1,  la señal del H-8 se tarda más en desaparecer (ya a las 48 horas 

casi no se observa la señal, y a las 68 horas sencillamente no está), figura 3.2.10. En 

cambio, para el complejo donde hay un exceso de ciclodextrina, figura 3.2.11, 

prácticamente no se observa disminución de la señal después de 140 horas. Esto nos 

confirma nuevamente que la inclusión es por el anillo A, y que el protón H-8 se 

encuentra lo suficientemente inserto en la cavidad hidrofóbica de la ciclodextrina como 

para no intercambiarse con el solvente. 
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Figura 3.2.9 

Espectros 1H-RMN de morina 0.5 mM en el tiempo. 

 

 

De acuerdo a la tabla 3.2.2, la morina presenta mayor interacción con la HPβCD que con 

la βCD y la SBEβCD. Lo cual indicaría que el grupo hidroxipropil  cumple un papel 

preponderante en la interacción con el flavonoide. Lo que estaría de acuerdo a lo visto 

en la Figura 3.2.5, donde en el complejo M-HPβCD es donde se observa el H-8 

indicando una mayor  permanencia del flavonoide en la cavidad lo que se traduce 

entonces a un valor de la Ka mayor que para las otras ciclodextrinas. La tendencia 

observada para los valores de las Ka obtenida por UV y por RMN no es la misma. Una 

posible explicación de esta diferencia, podría ser debida al intercambio isotópico 

observado, obviamente sería diferente la difusión de la morina en el caso que tenga 
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protones o que tenga deuterios, ya que por esta metodología el peso molecular, la 

viscosidad del solvente y la temperatura juegan un rol preponderante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2.10 

Espectros 1H-RMN del complejo M-HPβCD 1:1  0.5mM en el  tiempo. 
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Figura 3.2.1| 

Espectros 1H-RMN del complejo M-HPβCD 1:20 en el tiempo [M] = 0.5mM. 

 

 

Con respecto a la caracterización de los complejos desde el punto de vista 

conformacional, se registraron los espectros ROESY de los complejos. En algunos 

casos, como ser con la HPβCD y la DMβCD, fue necesario registrar les espectros HSQC 

para hacer la asignación correcta de cada uno de los hidrógenos involucrados en la 

inclusión.  En la figura 3.2.12, que corresponde a una sección del espectro ROESY del 

complejo formado por morina y β-ciclodextrina, se observan interacciones dipolares 

entre el hidrogeno  H-6’ del anillo B de la morina con los H-6 de la ciclodextrina, 

además de interacciones dipolares entre el H-8 del anillo A de lo morina con el H-5 de la 
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βCD. Esto indica que la cromona se encuentra incluida  en la cavidad de la ciclodextrina 

orientada  hacia el lado de los hidroxilos secundarios, mientras que el anillo B se 

encuentra prácticamente al exterior orientado hacia el lado angosto de la ciclodextrina, 

figura 3.2.13 (A). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2.12 

Sección del espectro ROESY del complejo M-βCD.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2.13 

Esquema de inclusión de morina en  (A) β-ciclodexrtina, HPβCD y (B) DMβCD. 
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Figura 3.2.14 

Sección del espectro ROESY del complejo M-HPβCD.  

 

 

Para el caso del complejo M-HPβCD, la sección del ROESY, figura 3.2.14, nos indica 

interacción del H-8 del anillo A de la morina con los hidrógenos internos de la 

ciclodextrina. De acuerdo a los espectros HSQC, corresponden a los hidrógenos H-5 y 

H-6  de la HPβCD. La  inclusión con respecto a la ciclodextrina nativa es prácticamente 

igual. La cromona se encuentra insertada en la cavidad apolar de la ciclodextrina, 

mientras que el grupo resorcinol se encuentra fuera de la cavidad por el lado angosto de 

la ciclodextrina. Estos datos corroboran lo concluido anteriormente por los espectros 1H-

RMN, de que en el complejo con la HPβCD, la inclusión es por el anillo A de la morina 

y se encuentra lo suficientemente incluido como para no intercambiar el H-8 de la 

morina con los deuterios del medio. Es importante recalcar que los grupos 
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hidroxipropilos aumentan la cavidad de la ciclodextrina y este es uno de los motivos por 

los cuales el H-8 se encuentra más protegido a diferencia de la ciclodextrina nativa.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2.15 

Sección del espectro ROESY del complejo M-DMβCD. 

 

Para el caso del complejo con DMβCD el espectro ROESY figura 3.2.15, observamos 

que solo el H-8 interacciona con los hidrógenos de la ciclodextrina internos, 

específicamente con el  H-3.  Indicando que el anillo B de la morina interacciona con los 

hidrógenos que se encuentran en el lado  ancho de la DMβCD, figura 3.2.13 (B).  Esto 

nos estaría indicando que para la morina y las ciclodextrinas derivatizadas, hay presente  

dos tipos diferentes de inclusión.  

Se hizo un estudio de modelación molecular del complejo de morina y βCD utilizando 

Autodock. Este estudio reveló que la orientación preferencial final encontrada está de 
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acuerdo a los resultados experimentales obtenidos por RMN. En la figura 3.2.16, 

observamos que el anillo B  se encuentra orientado hacia el sitio de los hidroxilos 

primarios, mientras que los anillos A y  C, se encuentran orientados hacia el lado ancho 

de la ciclodextrina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2.16 

Complejo de inclusión de M-βCD a partir de estudios de docking. 

 

También se efectuó optimización de geometría a nivel ab inito B3LYP obteniéndose una 

geometría análoga al sistema estudiado con Autodock. Se estimó la energía de 

interacción del sistema obteniéndose un valor de -28.7 Kcal/mol, el cual es concordante 

con interacciones del tipo puente de hidrógeno entre morina y β-ciclodextrina. 

Respecto a la capacidad antioxidante de la morina y de sus complejos, los estudios 

hechos con ORACFL nos muestran como la morina y sus complejos retardan el 

decaimiento de la fluoresceína por consumir el ABAP presente, figura 3.2.17. De 

acuerdo a la gráfica de área bajo la curva (ABC) v/s concentración de complejo 
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utilizado, se calcularon para cada uno de los complejos formados el Teq para su posterior 

comparación. Estos resultados están presentados en la Tabla 3.2.3, donde se tienen los 

valores de las pendientes obtenidas de las graficas de decaimiento de la fluoresceína, los 

valores obtenidos de r2 y TEQ. Como se esperaba,  la morina tiene una actividad 

antioxidante mayor que el TROLOX, y junto con esto, presenta una actividad 

antioxidante menor que la quercetina, debido básicamente a que no tiene el grupo OH en 

la posición 3’, que le da estabilidad a la forma radicalaria. Los complejos formados, 

presentan un aumento notable en la actividad antioxidante respecto a la  morina libre, 

figura 3.2.18. Este aumento en la actividad antioxidante de la morina al formar 

complejos de inclusión con la ciclodextrina puede ser explicado en base a que el radical 

es estabilizado por la ciclodextrina. Alvarez-Parrilla et al.3 encontraron un 

comportamiento similar al incluir quercetina y rutina en βCD. Los estudios de 

reactividad los hizo por la técnica FRAP y el aumento de reactividad observado es de 

alrededor de un 10 y 18%  al formar los complejos de inclusión.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2.17 

Decaimiento de fluoresceína del complejo M-SBEβCD a diferentes concentraciones (1μM-

5μM). 
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Tabla 3.2.3 

Valores de las pendientes obtenidas de las graficas ABC v/s concentración con sus valores de r2 

y los Teq para la morina y los complejos formados 

Compuesto Pendiente r2 Teq 

Trolox 1.013*107 0.99176 1.0 

Morina 3.744*107 0.99938 3.7 

M-βCD 3.698*107 0.98881 7.3 

M-HPβCD 3.699*107 0.98883 7.3 

M-DMβCD 4.481*107 0.99348 8.8 

M-SBEβCD 4.33004*107 0.99571 8.5 

 

 
Figura 3.2.18 

Trolox equivalente de morina y sus complejos con las diferentes ciclodextrinas. 
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Al determinar la actividad antioxidante por REE, (figura 3.2.19) vemos las señales 

características del radical DPPH. Aquí se observa como disminuye la intensidad de la 

señal en presencia de morina (A) en comparación a cuando se tiene el blanco (E). A 

diferencia de lo que se observa en presencia de los complejos de inclusión, en que la 

disminución de la señal del radical DPPH es menor para los complejos formados. Para 

mayor claridad, se grafica el área bajo la curva en porcentaje para el blanco, morina y los 

complejos de inclusión, figura 3.2.20. Aquí podremos decir, que la actividad 

antioxidante de los complejos disminuye con todas las ciclodextrinas. Como esta 

disminución varía de un 3 a un 10%, entonces se podría decir que la disminución de la 

actividad antioxidante de la morina al formar complejos es prácticamente nula y además 

independiente de la ciclodextrina utilizada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.2.19 

Espectro REE del spin aducto entre radical DPPH y (A) morina; (B) M-βCD; (C) M-HPβCD; 

(D) M-DMβCD; y (E) blanco. 
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Figura 3.2.20 

Capacidad atrapadora del radical DPPH parra la morina y sus complejos de inclusión.  

En todos los casos la concentración de morina es 0.5mM 

 

Debido a los resultados sorpresivos de reactividad obtenidos, se procedió a hacer un 

estudio termodinámico de los complejos, que permitiera una racionalización y 

explicación de los valores experimentales. Este estudio consistió en determinar las 

constantes de asociación, Ka, a diferentes temperaturas por la metodología solubilidad de 

fase, a cada uno de los complejos estudiados. En la Tabla 3.2.4, se tienen los valores de 

las constantes de asociación determinadas a 20, 25 y 30ºC. Aquí   se observa que para la 

formación del complejo de morina con DMβCD el valor de las constantes de asociación 

disminuye con el aumento de la temperatura. Este mismo comportamiento ha sido 

reportado por Tommasini et al.5 al incluir hesperetina y naringenina  en βCD. Sin 

embargo, para los otros complejos formados con βCD e HPβCD el comportamiento es 

diferente.  

                                                 
5 Tommasini, S.; Raneri, D.; Ficarra, R.;  Calabró, M.L.;  Stancanelli, R.; Ficarra, P.; 2004, J. Pharm. 
Biomed. Anal., 35, 379. 
 

0

20

40

60

80

100

blanco Morina M‐ßCD M‐HPßCDM‐DMßCDM‐SBEßCD



 94

Tabla 3.2.4 

Constantes de asociación Ka para los complejos de inclusión de morina con βCD, DMβCD e 

HPβCD a diferentes temperaturas.  

 

 

 

Ka [M-1] 

M-βCD 

Ka [M-1] 

M-HPβCD 

Ka [M-1] 

M-DMβCD 

20˚C 200 1180 2090 

25˚C 396 1480 1700 

30˚C 500 1700 1400 

 

 

 

Si graficamos ln Ka v/s 1/T, figura 3.2.21, para los tres complejos, de acuerdo a la 

ecuación integrada de van’t Hoff : 

 

 

 

 

Obtenemos los valores de los cambios de ΔH y ΔS a partir de la pendiente e intercepto 

respectivamente. En la gráfica se observa claramente que los valores de ΔH obtenidos 

para los complejos con βCD e HPβCD son negativos, indicándonos que el proceso de  

formación de los complejos es endotérmico. Mientras que en la formación del complejo 

con DMβCD, el ΔH es positivo indicando que se trata de un proceso exotérmico.  
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Figura 3.2.21 

Gráficos de van’t Hoff (lnK v/s 1/T) de los complejos de morina con βCD, DMβCD e HPβCD.  

 

 

Al determinar los valores de ΔG para los tres complejos estudiados, se comprobó que 

para todos los casos es un proceso espontáneo (ΔG < 0).  

En general, la formación de los complejos de inclusión está regido por interacciones del 

tipo puentes de hidrógenos con los hidroxilos exteriores de la ciclodextrina, interacciones 

van der Waals e interacciones hidrofóbicas. La mayoría de las veces la inclusión de una 

droga en la cavidad de la ciclodextrina es asociada a valores negativos de ΔH y a valores 

de ΔS negativos o levemente positivos, indicando que el proceso de inclusión no viene 

acompañado de un proceso de desolvatación, por lo que la reacción de inclusión es un 

proceso regido por la entalpía6. De acuerdo a la figura 3.2.22,  solo el complejo formado 

                                                 
6 Martin del Valle, E.M.; 2004, Process. Biochem., 39, 1033. 
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con DMβCD, tiene este comportamiento. Es decir, el término entálpico es el que 

prevalece en la formación del complejo de inclusión. 

Sin embargo, para la morina  incluida en la βCD e HPβCD, los resultados obtenidos son 

diferentes. En estos casos, cuando el flavonoide se encuentra libre en solución, 

aparentemente presenta fuertes interacciones con el solvente. Una vez formado el 

complejo de inclusión, se produce un cambio  desfavorable de entropía debido al 

rompimiento de la caja de solvatación, que se traduce a un valor positivo de ΔS, 

indicando que la reacción de formación de complejos de inclusión para βCD e HPβCD 

está gobernada por el término de entropía.  

 
Figura 3.2.22 

Energía libre (ΔGº), entalpía (ΔHº) y entropía  (-TΔSº)  para los complejos de inclusión de morina 

con βCD, DMβCD e HPβCD a 25ºC. 
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3.3 COMPLEJOS CATEQUINA-CICLODEXTRINAS 

 

 

 

Dentro de los flavonoides estudiados la Catequina corresponde a la familia de los 

flavanoles, los cuales no contienen el doble enlace en la posición 2-3 como tampoco 

tienen el grupo carbonilo en la posición 4. Se realizó la asignación completa de sus 

protones por medio de espectros   COSY y HSQC. En la  figura 3.3.1, se observan a 

campo alto  dos dobledobletes que corresponden a los hidrógenos metilénicos que son 

no-equivalentes, H-4a y H-4b, con J = 7.8   Hz, J = 5.2  Hz y J = 16.0  Hz.  A campo 

más bajo se presenta un multiplete que corresponde al hidrógeno H-3 de la CA, el cual 

acopla con ambos hidrógenos metilénicos con J = 7.8  Hz,  J = 5.2  Hz  y acopla con el 

hidrógeno H-2 con J = 5.0  Hz, que no se observa debido a que  se encuentra bajo la 

señal del agua, a 4.7 ppm. En la parte aromática, observamos claramente los dos 

sistemas de espin presentes. En 6 ppm se observan dos dobletes con una constante de 

acoplamiento de 2.3 Hz debidas a los hidrogenos del anillo A que se encuentran en 

posición meta. A campo más bajo, se encuentra un grupo de señales correspondientes al 

sistema de 3 espines del anillo B. Un dobledoblete debido al H-6’ con constantes de 

acoplamiento de J = 2.0 Hz y J = 8.3 Hz. Luego el doblete con J = 8.3 Hz 

correspondiente  al H-5’ y finalmente el doblete con J = 2.3 Hz que corresponde al H-2’. 

Estos resultados están de acuerdo a los reportados anteriormente1.  

 

 

 

 

 

 

                                                 
1 Hemingway R.W., Tobiason F.L., McGraw G.W., Steynberg J.P., 1996, Magn. Res. Chem. 34, 424-433 
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3.03.54.04.55.05.56.06.57.0 ppm

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.1   

Espectro 1H-RMN de catequina en D2O. 

 

La preparación de los complejos siguió el mismo procedimiento descrito anteriormente, 

preparando los complejos con una relación molar 1:1. Dada la mayor solubilidad de la 

CA, los complejos se prepararon en D2O. 

La inclusión de la CA en las diferentes ciclodextrinas está confirmada por los 

desplazamientos químicos de sus protones aromáticos, Tabla 3.3.1. Para los complejos 

CA-βCD y CA-DMβCD, se observa un mayor desplazamiento de los hidrógenos del 

anillo B a campo alto, producto de la inclusión. A su vez, el H-8 del complejo CA-

DMβCD, presenta un notable corrimiento a campo alto respecto a los otros complejos 

formados, los cuales presentan el mismo desplazamiento químico con la formación del 

complejo.  En la figura 3.3.2, se observa un ensanchamiento de las señales aromáticas de 

la CA al incluirse en las diferentes ciclodextrinas. Este ensanchamiento de las señales se 

debe a que la CA se encontraría más restringida y rígida dentro de la cavidad2,3.   

 

 

 

                                                 
2 Kríž Z., Koča J., Imberty A., Charlot A., Auzély-Velty R. 2003, Org. Biomol. Chem. 1, 2590-2595. 
3 Ishizu T., Kintsu K., Yamamoto H., 1999, J. Phys. Chem. B 103, 8992-8997. 
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Tabla 3.3.1 

Desplazamiento químico (Hz) de los protones de la catequina al formar complejos con las 

diferentes ciclodextrinas 

 

 

 CA-βCD (Hz) 

Δδ=(δl  - 

δunido) 

CA-HPβCD 

(Hz) 

Δδ=(δl  - δunido) 

CA-DMβCD 

(Hz) 

Δδ=(δl  -δunido) 

CA-SBEβCD  (Hz) 

Δδ=(δl  - δunido) 

H-2’ 36.83 24.12 42.0 22.8 

H-5’ 27.02 4.08 18.0 -5.34 

H-6’ 34.14 15.93 36.0 15.62 

    H-6 1.84 19.18 9.0 14.98 

H-8 18.81 17.59 93.0 17.4 

 

 

 

Mientras que entre 2 y 4 ppm se encuentran los  protones alifáticos que corresponden a 

los hidrógenos del anillo C, de la catequina. Una vez incluida en la cavidad de las CDs, 

estos protones se ensanchan al igual que los hidrógenos aromáticos. Cabe notar que solo 

para el complejo de CA-βCD se observa una disminución en el Δδ entre ambos 

hidrógenos metilénicos, mientras que para el resto de los complejos prácticamente no se 

observa desplazamiento.  
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Figura 3.3.2  

Espectro 1H-RMN de la parte aromática de CA, CA-βCD, CA-HPβCD, CA-DMβCD y CA-SBE 

βCD. 

 

 

El espectro 1H-RMN de las ciclodextrinas difiere notablemente de cuando éstas se 

encuentran formando complejos y cuando se encuentran libres. Especialmente para el 

caso de la βCD, figura 3.3.3, donde los mayores desplazamientos se observan para los 

hidrógenos que se encuentran en la cavidad (H-3 y H-5). Este desplazamiento a campo 

alto es debido a la corriente anular de los anillos aromáticos de la catequina al 
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encontrarse incluida en la cavidad hidrofóbica. También se observa un desplazamiento a 

campo alto de los H-6, que se encuentran en la zona exterior correspondientes  a los 

hidroxilos primarios de  la CD.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.3 

Espectro 1H-RMN del complejo CA-βCD y de βCD. 

 

 

Al observar la zona del espectro que corresponde a la zona alifática para la HPβCD y el 

complejo CA-HPβCD, figura 3.3.4, se ve  un cambio en el espectro por efecto de la 

inclusión del flavonoide. Pero, se hace difícil asignar cuales de los hidrógenos internos 

de la HPβCD son desplazados por efecto de la inclusión, debido a que los 7 grupos 
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hidroxipropilos están  sustituidos al azar en las posiciones 2,3 y 6 de la βCD, lo que hace 

difícil poder determinar los desplazamientos de los protones internos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.4 

Espectro 1H-RMN de  HPβCD y del complejo CA-HPβCD. 

 

Para elucidar cuales fueron los hidrógenos desplazados, se  registraron espectros HSQC 

tanto para la HPβCD como para el complejo CA-HPβCD, figura 3.3.5. Claramente se 

observa que los H-5 de la HPβCD se desplazan a campo alto, mientras que para los H-3 

y H-6 el desplazamiento es más leve. También se observa que los grupos metilenicos del 

hidroxipropil, que aparecen a 3.8 ppm para protones y 60.0 ppm en carbono, presentan 

un ensanchamiento al incluirse el flavonoide, lo que indicaría que estos hidrógenos 

estarían participando en la formación del complejo. 

En la figura 3.3.6, se observa el espectro de protones de la DMβCD y del complejo. Se 

observa desplazamiento de algunas señales debidas a los hidrógenos internos por efecto 

de la inclusión del flavonoide. Para hacer una asignación inequívoca de los hidrógenos 

internos, se registraron los espectros HSQC tanto de la ciclodextrina como del complejo 

de inclusión.  
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Figura 3.3.5 

Espectro HSQC para la HPβCD, y para el complejo  CA-HPβCD en D2O a 298 K. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.6 

Espectro 1H-RMN de DMβCD y del complejo CA-DMβCD. 

En la figura 3.3.7 se observa que por comparación,  los mayores desplazamientos son 

para los H-5 y H-6 de la ciclodextrina. Llama la atención observar que los hidrógenos 

ppm

3.43.63.84.04.24.4 ppm

55

60

65

70

75

80

85

ppm

3.43.63.84.04.24.4 ppm

55

60

65

70

75

80

85

H-3 H-6 

H-5 

HPβCD     

3.33.43.53.63.73.83.94.0 ppm

 CA-HPβCD 

H-3 
H-6 

H-5 



 104

metilénicos de la ciclodextrina (H-6) prácticamente son equivalentes antes de la 

inclusión, mientras que al incluirse la catequina, estos hidrógenos se hacen no 

equivalentes, observándose que uno de ellos presenta un desplazamiento mayor a campo 

alto que el otro. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.7 

Espectro HSQC de  DMβCD y del complejo  CA-DMβCD en D2O a 298 K. 

 

 

En la figura 3.3.8, se presenta la parte alifática tanto de la SBEβCD como del complejo 

de inclusión. Se observa claramente un desplazamiento de las señales producto de la 

inclusión de la catequina en la cavidad apolar de la SBEβCD. Debido a la superposición 

de señales debidas a los grupos sulfobutilos, no es fácil determinar cuáles son los 
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protones internos que sufren desplazamiento, aun con el espectro HSQC. Con lo cual no 

fue posible hacer una estimación de la geometría de inclusión de la catequina con esta 

ciclodextrina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.8 

Región alifática del espectro 1H-RMN de SBEβCD y del complejo  CA-SBEβCD. 

 

 

La estequiometría de los complejos de inclusión para esta familia, es determinada por el 

método de variación continua, Job plot4. Para el caso del complejo CA-βCD, figura 

3.3.9, se siguieron tanto los protones de la catequina, como los de la CD. Obteniéndose 

un máximo  en ambos casos para r = 0.5, indicando claramente que la estequiometria del 

complejo es de 1:1. Para el resto de los complejos, solo se siguieron los desplazamientos 

de los protones aromáticos del anillo B (2’, 5’ y 6’) de la catequina. Para las tres 

ciclodextrinas utilizadas el máximo fue de 0.5, figuras 3.3.10 - 3.3.11, indicando que 

para todos los complejos formados la estequiometría es de 1:1.  

 

 
                                                 
4 Job P., 1928, Ann Chim., 9, 113 
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Figura 3.3.9 

Gráfico de Job obtenido a partir de los desplazamientos de los protones de la catequina (A) y de 

los protones de la ciclodextrina (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.10 

Gráfico de Job obtenido a partir de los desplazamientos de los protones de la catequina del 

complejo CA-HPβCD (A)  y del complejo CA- SBEβCD (B) 
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Figura 3.3.11 

Gráfico de Job obtenido a partir de los desplazamientos de los protones de la catequina al formar 

el complejo con DMβCD. 
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Tabla 3.3.2 

Valores obtenidos de los espectros DOSY registrados a 298K en D2O y sus valores de constante 

de asociación, Ka 

 

 

 

 

 

Un análisis de los espectros ROESY nos permite proponer una conformación para cada 

uno de los complejos estudiados.  En el caso del complejo de catequina con  βCD, figura 

3.3.12,  se observa claramente interacciones dipolares entre el H-2’ de la catequina y el 

H-5 de la β-CD. Con menor intensidad se observa interacción de este mismo H-2’con el 

protón H-3  de la ciclodextrina. Luego, también se observa interacciones del protón H-6’ 

de la catequina con el H-5 de la βCD y con bastante menor intensidad con el H-3 de la 

CD. Lo que está de acuerdo a lo observado en los espectros 1H-RMN y a lo reportado 

por Križ et al2, es decir el anillo B de la catequina se  encuentra insertado profundamente 

dentro de la cavidad de la β-ciclodextrina, quedando el anillo A por el extremo de los 

hidroxilos secundarios, como se observa en la figura 3.3.13 A. 

 

 

 

 
Dunido 

m2/s 

Dlibre 

m2/s 

Dobs 

m2/s 

K a 

M-1 

CA-βCD 2.420 10-10 4.04 10-10 2.63 10-10 21800  

CA-HPβCD 2.125 10-10 4.04 10-10 2.51 10-10 13580  

CA-SBEβCD 1.729 10-10 4.04 10-10 2.13 10-10 12080  

CA-DMβCD 2.278 10-10 4.04 10-10 2.66 10-10 3500  
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Figura 3.3.12 

Región del espectro ROESY del complejo CA-βCD.   

 

 

 

En el ROESY del complejo con HPβCD, figura 3.3.14, se observan interacciones del H-

2’ de la catequina con hidrógenos de la HPβCD, específicamente con el H-3 y con mucho 

menor intensidad con el H-5. Además, se observa interacción del anillo A, 

específicamente el hidrogeno H-6 de la catequina con los hidrógenos H-5 de la HPβCD.  

Esto nos estaría indicando que el anillo A de la CA se encuentra cercano a los hidroxilos 

primarios y el anillo B se encuentra orientado en la zona de los hidroxilos secundarios, 

como se observa en la figura 3.3.13 (B). Podremos decir entonces que la inclusión de 

catequina en  la ciclodextrina nativa y la sustituida toman geometrías diferentes.  
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Para el complejo formado con la DMβCD, se observa en el ROESY, figura 3.3.15, 

básicamente que el H-2’ del anillo B es prácticamente el que interacciona con casi todos 

los hidrógenos internos de la DMβCD. Con mayor intensidad lo hace con los H-3 y 

bastante menos intenso con los H-5 y también se observa interacción  con uno de los H-

6 metilénicos. Esto nos indica nuevamente que el anillo B estaría preferentemente 

orientado hacia la zona de los hidroxilos secundarios. De acuerdo a lo visto por 1H 

RMN,  el H-8 del anillo A, presentaba un desplazamiento inusual a campo alto, lo que se 

podría pensar que es debido a la cercanía que este hidrogeno tiene al encontrarse cercano 

a los metilos ubicados en la posición 6 de la ciclodextrina. Con lo cual se puede postular 

que la catequina se encuentra orientada con el anillo B hacia el lado ancho y el anillo A 

se encuentra hacia el lado angosto y sobresaliendo de la ciclodextrina. 

 

 

(A)                                                                             (B) 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.13 

Esquema de inclusión de catequina en (A) βCD, y  (B) HPβCD, DMβCD. 
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Figura 3.3.14    

Región del espectro ROESY del complejo CA-HPβCD. 

 

 

 

Para el caso de el complejo CA-SBEβCD, figura 3.3.16, también se observa 

mayoritariamente interacción dipolar con el H-2’ de la catequina con la SBEβCD, siendo 

más difícil poder especificar con cual protón de la SBE interacciona.  

Finalmente, podremos afirmar que para las ciclodextrinas derivatizadas, la catequina se 

incluye de forma diferente  que con la ciclodextrina nativa. Lo cual nos estaría indicando 

que el hecho de sustituir la β-ciclodextrina ya sea con metilos, hidroxipropilos o 

sulfobutilos, la inclusión de la catequina en la cavidad hidrofóbica cambia respecto a 

cuando no hay sustituyentes, figura 3.3.13. 
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Figura 3.3.15 

Región del espectro ROESY del complejo CA-DMβCD.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.16 

Región del espectro ROESY del complejo CA-SBEβCD.  
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Dado que para el caso de la catequina existe suficiente evidencia estructural, se procedió 

a racionalizar los datos estructurales con la modelación molecular de los complejos 

formados utilizando Autodock. Estos estudios revelan que para los complejos analizados 

es encontrada una orientación preferencial final independiente de la configuración 

inicial. Cabe notar que a pesar que no se fijaron distancias durante los cálculos,  los 

resultados están totalmente de acuerdo a los obtenidos experimentalmente. A partir de 

los complejos obtenidos luego de la etapa de optimización es posible observar grandes 

diferencias entre las βCD sin sustituyentes y sus formas derivatizadas, principalmente en 

la orientación del ligando en el interior de la cavidad de la ciclodextrina. En el caso del 

complejo CA-βCD, la conformación obtenida por modelación molecular esta en total 

acuerdo respecto a los resultados obtenidos por 2D-RMN.  En la figura 3.3.17 (A) 

observamos que el anillo B se encuentra orientado hacia el sitio primario de los 

hidroxilos, mientras que el anillo A y C se encuentra orientado hacia el sitio de los 

hidroxilos secundarios, de forma tal, que el plano formado entre el anillo A  y el plano 

de los oxigenos glisodicos de la ciclodextrina es de 45º, figura 3.3. 18.  Por otra parte, se 

observa que el anillo A se encuentra en gran parte fuera de la CD, dejando al hidrógeno 

8 de este anillo a una distancia moderada de un hidrógeno 5 de la CD, mientras el 

hidrógeno 6 del anillo A, queda por completo orientado hacia fuera de la CD. 

 

                        A                                                                  B 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.17 

Complejos de inclusión de CA con (A) βCD y con (B) DMβCD a partir de estudios de docking.  
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De acuerdo con los resultados obtenidos de docking para el complejo con DMβCD, 

figura 3.3.17 (B), observamos que el anillo B de la catequina se encuentra orientado 

hacia el sitio de los hidroxilos secundarios. Indicando que la catequina se encuentra 

inserta en la cavidad de la DMβCD en una posición diferente que para la β-

ciclodextrina. Del espectro ROESY, figura 3.3.15, podemos inferir que el H-2’ de la CA 

se encuentra más próximo al H-3 que al H-5 de la DMβCD, y por modelación molecular 

hemos determinado que sus distancias son 2.7 y 3.7 Å respectivamente. El anillo A de la 

catequina se encuentra orientado en un ángulo cercano a 45º respecto al plano formado 

por los oxígenos glicosídicos de las unidades de glucopiranosas.  Cabe notar que los 

anillos A y C se encuentran totalmente incluidos en la cavidad de la ciclodextrina, 

mientras que el anillo B se encuentra más expuesto. Nuevamente esto está de acuerdo a 

lo observado experimentalmente, ya que el gran apantallamiento observado para el H-8 

del anillo A, figura 3.3.2,  debida a la inclusión de la catequina en la DMβCD, puede ser 

debida a  su proximidad con los protones metilénicos de las subunidades de 

glucopiranosa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.18 

Plano formado por los oxígenos glicosídicos de la β-ciclodextrina. 
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El complejo formado de la CA con la HPβCD, tiene el mismo comportamiento que el 

anterior, los anillos A y C se encuentran dentro de la cavidad de la ciclodextrina dejando 

los H-6 y H-8 cercanos a los H-3 y H-5 de la ciclodextrina, mientras que el anillo B se 

encuentra orientado hacia el exterior.  

Debido a la sustitución aleatoria que tiene la SBEβCD, no fue posible hacerle los 

estudios de docking, pero podremos inferir en base a los datos experimentales y a los 

datos teóricos que la inclusión seria de igual forma que para la DMβCD y HPβCD. Por 

lo tanto, la catequina se incluye de diferente forma a la ciclodextrina cuando esta se 

encuentra nativa y que cuando esta se encuentra derivatizada.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.19,  

Disminución de la señal REE correspondiente al DPPH de la catequina libre y acomplejada con 

las diferentes CDs. 
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anillo A, proyectado hacia los hidroxilos secundarios, mientras que el anillo B de la 

catequina se encuentra orientado hacia el lado angosto de la ciclodextrina, En el 

transcurso de la realización de éstos cálculos, Yan et al.5  publicaron los  mismos 

estudios planificados en esta tesis. Determinaron el camino de reacción por PM3 y luego 

en el punto de menor energía hicieron los cálculos con B3LYP/6-31G*. sin embargo, la 

estructura más estable obtenida por ellos es la misma que obtuvimos en esta tesis por 

RMN, Autodock y estudios mecano-cuánticos. 

 

Con respecto a la reactividad, en la figura 3.3.19, observamos como disminuye las 

señales REE del radical DPPH cuando se encuentra en presencia de la catequina 

producto de las características antioxidantes del flavonoide. En cambio, para los 

complejos de inclusión, se observa una pérdida de reactividad por efecto de la inclusión. 

Esto podría ser explicado debido a que como el anillo B de la catequina reacciona con 

dos moles de DPPH6  para formar una estructura de quinona, y si el gasto de DPPH es 

menor que con la CA libre, nos estaría indicando, que la ciclodextrina protege a la 

catequina ante la oxidación, indistinta la ciclodextrina utilizada en la formación del 

complejo. La reactividad de la catequina en los complejos no sigue ningún patrón. Pues 

el complejo con menor reactividad corresponde a la HPβCD y el de mayor reactividad al 

de la SBEβCD (que sería el más parecido a la CA libre). A diferencia de la βCD que casi 

tiene la misma reactividad que la HPβCD, siendo que la geometría de inclusión es 

diferente. Entonces, podremos decir, como conclusión que la reactividad de los 

complejos con catequina por la técnica REE con DPPH disminuye respecto a la 

catequina libre. 

 

 

                                                 
5 Chunli Yan , Zhilong Xiu , Xiaohui Li y Ce Hao., 2007, J. Mol. Graph. Model., 26, 

420-428.  
6 Sawai Y. , Sakata K. 1998, J. Agric. Food Chem., 46, 11-114. 
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Tabal 3.3.3 

Valores de las pendientes obtenidas de las graficas ABC v/s concentración con sus valores de r2 

y los Teq para la catequina y los complejos formados 

 

 

Compuesto Pendiente r2 Teq 

Trolox 1.013*107 0.99176 1.00 

Catequina 4.124*107 0.99394 4.1 

CA-β-CD 1:10 3.911*107 0.99923 3.9 

CA-HP-β-CD 1:10 4.319*107 0.99336 4.3 

CA-DM-β-CD 1:10 4.095*107 0.98137 4.0 

CA-SBE-β-CD 1:10 3.547*107 0.99615 3.5 

 

 

 

Por medio de la técnica ORACFL se evaluó la capacidad antioxidante tanto de la 

catequina  como de sus complejos.  En la Tabla 3.3.3 se observa el Trolox equivalente 

para catequina libre y formando complejos con las diferentes ciclodextrinas. En la 

Figura 3.3.20 se ve claramente el comportamiento que hay respecto a la actividad 

antioxidante de la catequina y sus complejos. La catequina tiene una actividad mayor 

que Trolox, pero esta actividad se ve levemente disminuida al formar los complejos. A 

grandes rasgos, podríamos decir que para las cuatro ciclodextrinas estudiadas, la 

actividad de la catequina se mantiene o disminuye un leve porcentaje al formar los 

complejos de inclusión. Vemos que la geometría de inclusión tiene una dependencia con 

la ciclodextrina utilizada, este hecho no tiene incidencia sobre la actividad antioxidante 

en la catequina.  El comportamiento visto con DPPH sigue la misma tendencia, 

disminuye la actividad y no se observa correlación con la geometría de inclusión. 

 

 



 118

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.3.20 

Teq de catequina y sus complejos con las diferentes ciclodextrinas. 
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3.4 COMPLEJOS GALANGINA-CICLODEXTRINA 

 

Sabiendo que la presencia de los grupos hidroxilos en el anillo B potencian la actividad 

antioxidante de los flavonoles, se utilizó galangina, flavonol que no presenta hidroxilos en 

este anillo, figura 3.4.1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4.1 

Espectro 1H-RMN de galangina  en MeOD. 

 

 

Debido a que la solubilidad de la galangina es muy baja en solución acuosa, se le registró el 

espectro 1H-RMN en MeOD, para hacer su asignación espectroscópica, figura 3.4.1.  Las 

constantes de acoplamiento para los protones del anillo A, son de J = 2.1 Hz, mientras que 

para el anillo B son J = 8.8 y J = 1.5 Hz.  Debido a la baja solubilidad de la galangina, no se 

observan por 1H-RMN las señales correspondientes a la galangina incluida en las diferentes 

ciclodextrinas.  Por ello, se realizaron los experimentos de solubilidad de fase para 

confirmar la formación de los complejos de inclusión.  En la figura 3.4.2 se observa 

claramente como aumenta la solubilidad de la galangina en presencia de cantidades 
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crecientes de ciclodextrina. Es más, el aumento de solubilidad de la galangina en presencia 

de la β-ciclodextrina aumenta alrededor de 10 veces, mientras que para la DMβCD, la 

solubilidad aumenta alrededor de  200 veces. 

En la grafica de galangina disuelta v/s concentración de ciclodextrina, figura 3.4.3,  vemos 

para todos los casos estudiados, una linealidad creciente con el aumento de ciclodextrina. 

Lo que nos indica que corresponden a diagramas de tipo AL, por lo que la estequiometria 

para todos los complejos formados corresponde a 1:1.  

En la tabla 3.4.1 observamos que los valores de las Ka obtenidas por esta metodología, 

siguen la siguiente tendencia   βCD < HP-βCD < SBE-βCD < DM-βCD. Se observa 

claramente como aumenta el valor de la Ka a medida que aumenta el grupo derivatizado en 

la ciclodextrina, a excepción del caso de la dimetilβciclodextrina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4.2 

Espectros de absorción de galangina a diferentes concentraciones de βCD 
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Figura 3.4.3 

Grafico de concentración de ciclodextrina (βCD, HPβCD, SBE βCD y DM βCD) en función de 

galangina disuelta. 

 

 

 

Tabla 3.4.1 

Valores de Ka obtenidos por método de solubilidad de fase. 

 

 

 

Complejo Ka (M-1) (UV) 

G- βCD 1770 

G-HPβCD 12680 

G-SBEβCD 26420 
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Para hacer el estudio conformacional de estos complejos, se preparó una solución de 

ciclodextrina 5mM en D2O y se le agregó un exceso de galangina. Se mantuvo en agitación 

mecánica a temperatura constante por 24 hrs. Se filtró y se le registraron los espectro 2D 

correspondientes. En la figura 3.4.4, vemos una sección del espectro ROESY registrado al 

complejo G-DMβCD. De acuerdo a este espectro, observamos que el  doblete a campo 

bajo, que  corresponde a los hidrógenos 2’ y 6’ del anillo B, interaccionan con el H-3 de la 

DMβCD, indicándonos que el anillo B es el que se encuentra incluido por el sitio de 

hidroxilos secundarios, es decir por el lado ancho de la ciclodextrina, como se observa en el 

esquema (A) de la figura 3.4.5. . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4.4 

Sección del espectro ROESY del complejo G-DMβCD. 
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(A)                                                                            (B) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4.5  

Esquema de inclusión de galangina en (A)  DMβCD y (B) en HPβCD.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4.6 

Sección del espectro ROESY del complejo G-HPβCD y espectro HSQC del complejo G-HPβCD. 
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Para el caso del complejo de galangina con HPβCD, se observa en la figura 3.4.6 

interacción espacial entre todos los hidrógenos del anillo B con la ciclodextrina, más 

específicamente con los hidrógenos H-5/H-6a, indicándonos que la galangina se incluye por 

el lado contrario a la DMβCD, es decir, el anillo B de la galangina se encuentra incluido 

por el lado de los hidroxilos primarios, figura 3.4.5 (B). La asignación de los hidrógenos 

internos de la HPβCD fue hecho de acuerdo al espectro HSQC del complejo. Aquí 

nuevamente se observa un ensanchamiento de la señal del metileno de los hidroxipropilos, 

indicándonos su participación en la inclusión. Junto con esto, observamos además, que la 

señal del metileno de la ciclodextrina (H-6), ambos hidrógenos se hacen no equivalentes 

por la presencia de la galangina al igual que para la formación del complejo de  CA-

DMβCD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4.7 
Complejo de inclusión de G-βCD a partir de estudios de docking 
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Vemos entonces, que el anillo B de la galangina es el que se incluye en la cavidad 

hidrofóbica de las ciclodextrinas, a pesar que para un caso se incluye por el lado ancho y 

para el otro por el lado angosto de la CD, figura 3.4.5 (A y B). Esto puede ser debido a que 

como el anillo B no presenta grupos hidroxilos, lo hace un mejor hospedero en la cavidad 

de la ciclodextrina. Debido a la baja solubilidad de la galangina y su baja constante de 

asociación con βCD, no se pudo obtener el espectro ROESY para este complejo. Por ello, 

se realizaron los estudios de modelación molecular, para este flavonoide con la 

ciclodextrina nativa, los cuales revelaron una orientación preferencial para la galangina, 

incluida en la cavidad de la β-ciclodextrina. El anillo B se encuentra  orientado  hacia el 

lado angosto de la ciclodextrina, mientras que la cromona se encuentra hacia el lado ancho 

de la ciclodextrina, con los hidroxilos de la galangina de las posiciones 5 y 7, orientados 

hacia el exterior, figura 3.4.7.  Es decir, la inclusión de la galangina en la βCD, sería como 

la de la DMβCD.  

 

 

Tabla 3.4.2 

Valores de las pendientes obtenidas de las gráficas ABC v/s concentración con sus valores r2 y los 

Teq para la galangina y el complejo G-DMβCD. 

 

 

Compuesto Pendiente r2 Teq 

Trolox 1.013*107 0.99176 1.0 

Galangina 4.401*107 0.98992 3.0 

G-DMβCD 7.392*107 0.99599 7.3 
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En la evaluación de la capacidad antioxidante de la galangina, se procedió a preparar los 

complejos para el estudio de reactividad, determinando los valores de Trolox equivalente. 

Lamentablemente la galangina precipitaba debido a su baja solubilidad en solución acuosa, 

lo que no permitió el análisis ORACFL para todos los complejos. Al observar los valores 

obtenidos para este flavonoide, Tabla 3.4.2, vemos que la actividad de la galangina es 

menor en comparación a los otros flavonoides estudiados, básicamente debido a que éste  

no presenta los hidroxilos en el anillo B.  

Al complejo formado que se le determinó su actividad antioxidante fue a la  G-DMβCD. 

Este complejo retardó el decaimiento de la fluoresceína más aun que para la galangina sola, 

indicando entonces que la galangina aumenta su reactividad al formar el  complejo, al igual 

que para los complejos con morina. Este aumento de reactividad es más del doble, por lo 

tanto la inclusión de galangina en ciclodextrinas cumple un rol preponderante. Pues además 

de aumentar la solubilidad, y por ende la biosiponibilidad, estamos aumentando su 

capacidad antioxidante a más del doble, en comparación con la galangina libre en solución 

acuosa. 
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CAPITULO 4 

CONCLUSIONES 
 

La formación de los complejos de inclusión de los flavonoides con las ciclodextrinas, nos 

permitió aumentar la solubilidad en fase acuosa de los diferentes flavonoides.  

Por medio de la técnica de solubilidad de fase, se observó que las ciclodextrinas 

derivatizadas aumentan en mayor grado la solubilidad en comparación con la ciclodextrina 

nativa,  sin seguir un orden determinado. 

El incremento de solubilidad para la morina y quercetina es aproximadamente del mismo 

orden, aumentando 5 veces con la βCD hasta 70 veces con la SBEβCD.  Mientras que para 

la galangina, el orden de aumento de solubilidad fue aun mayor, pues la βCD aumentó 

hasta 20 veces la solubilidad de la galangina, y 250 veces y 300 veces para la SBEβCD y 

DMβCD respectivamentre. Lo que se traduce en que morina y quercetina presentan 

constantes de asociación en el mismo rango, sin embargo galangina presenta valores mucho 

mayores, lo cual se explicaría por la baja solubilidad que presenta en solución acuosa.  

Las constantes de asociación obtenidas por la metodología de solubilidad de fase siguieron 

las mismas tendencias encontradas por la metodología DOSY.  

La constante de asociación para la  catequina presentó un comportamiento diferente con 

respecto a los otros flavonoides, siendo la mayor constante de asociación  para la 

ciclodextrina nativa. Esto podría estar relacionado con  la estructura base de la catequina, la 

cual no presenta mayores grados de libertad de movimiento, reflejado en una disminución 

en la  estabilidad del complejo. Esta disminución de los grados de libertad de movimiento 

se ve reflejada en el ensanchamiento de las señales aromáticas de los espectros de protones. 

Los espectros ROESY, obtenidos para la mayoría de los complejos estudiados nos 

permitieron estimar su geometría de inclusión. Estas geometrías obtenidas 



 128

experimentalmente, nos demostraron que la inclusión para cada uno de los flavonoides con 

las diferentes ciclodextrinas se comporta como un caso especial. La inclusión de la morina 

en la βCD e HPβCD, es con el anillo B sobresaliendo del lado angosto de la ciclodextrina, 

mientras que para la DMβCD el anillo B se  encuentra sobresaliendo por el lado de los 

hidroxilos secundarios. Diferente es lo observado para la catequina. La inclusión  con el 

anillo B sobresaliendo por el lado de los hidroxilos primarios, es solo para la βCD. Con la 

HPβCD y DMβCD, el anillo B se encuentra sobresaliendo por el lado ancho de la 

ciclodextrina. Finalmente la galangina, siempre se incluye por el anillo B, dejando a la  

cromona expuesta. Para el complejo con DMβCD, se observa la inclusión por el lado ancho 

de la ciclodextrina. Mientras que para el complejo con HPβCD la inlcusion es por el lado 

angosto de la ciclodextrina.  

Los estudios de modelación molecular nos confirmaron los resultados obtenidos por RMN, 

especialmente para la catequina, donde se estudiaron dos ciclodextrinas derivatizadas 

además de la nativa. Los resultados fueron totalmente concordantes con los resultados 

experimentales.  

Para el caso del complejo de morina con β-ciclodextrina, se encontró una orientación 

preferencial final que se racionaliza perfectamente con los datos obtenidos.  

Los resultados obtenidos para galangina por  modelación molecular reflejan en buena 

manera lo que ocurre con este complejo en solución acuosa, presentando una orientación 

preferencial,  donde el anillo B de la galangina se encuentra incluido por el lado de los 

hidroxilos primarios, y el anillo A se encontraría por el lado de los hidroxilos secundarios. 

Según esto, la galangina se incluiría de la misma forma en la βCD y en la DMβCD, 

mientras que en la HPβCD, el anillo B se encuentra incluido, pero deja a la cromona 

expuesta por el lado de los hidroxilos primarios. 

 

Los estudios de reactividad, en especial  los estudiados por la técnica ORACFL, nos 

muestran que para los complejos preparados con quercetina y catequina, prácticamente la 

reactividad no varía mucho respecto a la del flavonoide libre. Diferente es el caso para 

morina y galangina, donde los estudios presentaron un aumento notable de su reactividad al 

estar formando los complejos de inclusión. Este aumento de reactividad podría estar 
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relacionado con la estabilidad del radical dentro de la cavidad, probablemente el interior  

apolar de las ciclodextrinas, estabiliza las especies radicalarias de mejor manera que en 

solución acuosa. 

La reactividad medida por la técnica REE, indicó que para la quercetina y morina 

prácticamente no hay diferencia. En cambio para la catequina se observa un leve aumento 

de la actividad antioxidante.  

Las metodologías ocupadas para determinar reactividad y capacidad antioxidante de los 

flavonoides y sus complejos fueron concordantes. Siendo la metodología ORACFL la más 

adecuada dada su sensibilidad, su reproducibilidad y confiabilidad.  

Los complejos con los flavonoides mantuvieron o aumentaron su capacidad antioxidante, 

junto con el aumento considerable de solubilidad. Estas dos propiedades tienen especial 

importancia en la posible biodisponibilidad de los antioxidantes, lo cual lo hace un blanco 

novedoso para el desarrollo de nuevos antioxidantes naturales con mejores propiedades 

para el uso comercial de estos. 

 

 

 

 


