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RESUMEN

Andlisis fenomenoldgico de la interaccion de quitosano como recubrimiento

biopolimerico de liposoma
Elaborada por: Ing. Citlali Gutiérrez Bacilio
Dirigida por: Prof. Dr. Denis Cantu Lozano

Profa. Dra. Lucimara Gaziola de la Torre

Los liposomas son vesiculas de bicapas lipidicas, han llamado la atencion en la
industria alimentaria, cosmética y farmacéutica, Sin embargo las aplicaciones de los
liposomas se encuentran limitadas por presentar tiempos de circulacion en periodos
muy cortos. Uno de los principales medios de estabilizacion de los liposomas
consiste en su recubrimiento con polimeros para su aplicacion. Biopolimeros tales
como el quitosano han sido utilizados en la fabricacion y estabilizacion de liposomas
recubiertos. El principal objetivo de este trabajo es la fabricacion de liposomas
recubiertos de quitosano para posibles aplicaciones en la industria alimenticia
mediante la produccion de liposomas por el método inyeccién de etanol, éste
presenta una facil aplicacion, operacion y bajo costo de implementacién para la
industria. EI método consiste en la inyeccion de dispersiones lipidicas en una fase
acuosa contenida en un reactor, los lipidos usados para la produccién de liposomas
fueron fosfatidilcolina de soya y fosfatidilcolina de huevo, posterior a esto se realizé la
interaccién liposoma-quitosano, este nuevo sistema fue caracterizado de acuerdo a:
diametro medio, potencial zeta, polidispersidad y morfologia. Los resultados
obtenidos mostraron una produccion de sistema liposoma-quitosano de diametro,
polidispersidad y potencial zeta, estables y controlados, demostrando para la relacion
masica de trabajo 0.25 para ambos lipidos mayor estabilidad confirmado con las

pruebas de monocapas de Langmuir.



ABSTRACT

Analisis fenomenoldgico de la interaccion de quitosano como recubrimiento

biopolimérico de liposoma
By: Ing. Citlali Gutiérrez Bacilio
Advisor(s): Prof. Dr. Denis Cantu Lozano

Profa. Dra. Lucimara Gaziola de la Torre

Liposomes are vesicles lipid bilayers, have drawn attention to the food, cosmetic and
pharmaceutical applications, however you will find the liposomes to present limited
circulation times very short periods. One of the main means of stabilizing liposomes is
its polymer coating to be applied. Biopolymers such as chitosan have been used in
the production and stabilization of liposomes coated. The main objective of this work
is the manufacture of liposomes coated with chitosan for possible applications in the
food industry by producing liposomes by ethanol injection methods this presents an
easy implementation and low cost of implementation and operation for the industry.
The method involves the injection of lipid dispersions in an aqueous phase contained
in a reactor, the lipids used for the production of liposomes were phosphatidylcholine
from soy and egg phosphatidylcholine, after this the chitosan liposome interaction
was performed, this new system was characterized according to average diameter,
zeta potential, polydispersity and morphology. The results showed a production of
stable liposome diameter chitosan system, stable and controlled polydispersity and
zeta potential, showing the mass ratio to 0.25 to work both lipids greater stability tests

confirmed Langmuir monolayers.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Determinar el comportamiento fenomenologico del quitosano y su interaccion con

liposomas anionicos.

Objetivos especificos

e Caracterizar reoldgicamente el quitosano en dispersion acuosa.

e Modelar el desempefio reoldgico de la asociacién liposoma-quitosano

e Determinar la influencia de la relacibon masa/volumen en la interaccion
liposoma-quitosano teniendo como variable de respuesta el comportamiento
fenomenoldgico.

e Comparar el desempefio de la interaccion de quitosano-Liposoma con &cido

hialurénico-liposoma aniénico.



INTRODUCCION

INTRODUCCION

Los liposomas constituyen hoy en dia uno de los sistemas de administracion mas
atractivos debido a su funcionalidad y versatilidad de empleo. Una de las ventajas de
estos sistemas vesiculares es su composicion, ya que los fosfolipidos son los
constituyentes principales de todas las membranas celulares y son metabolizados
por via enzimatica haciendo que su uso sea seguro desde el punto de vista

inmunitario (Martinez-Ramirez, 2013).

Los lipidos forman estructuras membranosas cuando estan en disolucién acuosa;
estas estructuras vesiculares altamente organizadas estan constituidas por lamelas o
bicapas lipidicas éstas fueron observadas en 1961 por Bangham y colaboradores. La
ampliacion de las aplicaciones en las que se utilizan liposomas es debido a que son
capaces de incorporar a su estructura moléculas hidrofilicas, hidrofébicas y también
las de caracter anfifilico. Ademas algunas de sus propiedades fisicas como carga
superficial, tamafio, permeabilidad y rigidez de la pared, o su capacidad de carga son

facilmente modulables (Ruano, 2013).

Existen diversos métodos para la produccién de liposomas, como son el método
hidratacion de pelicula delgada, evaporacion inversa de fase, disolvente de inyeccion
técnica, y la dialisis detergente. Las técnicas que han sido empleadas para ayudar a
reducir el tamafio de las vesiculas, son por ejemplo, sonicacion, la extrusion a alta
presion y microfluidifizacion. Sin embargo muchos de estos métodos no son de facil

escalamiento industrial.

El método inyeccion de etanol es una técnica que ofrece ventajas como simplicidad,
facil implementacion, reproducibilidad y no causa degradacion y alteraciones

oxidativas al lipido.



INTRODUCCION

Recientes investigaciones han llevado a la utilizacion de nuevas tecnologias en la
industria alimentaria, farmacéutica y cosmética para mejorar y prolongar los efectos
terapéuticos mediante el uso de polimeros biodegradables que se han utilizado con

éxito para encapsular proteinas, péptidos y liposomas.

Los polimeros biodegradables o biopolimeros se sintetizan generalmente por un
organismo o planta y tienen una estructura quimica mas compleja que la de los
polimeros sintéticos. Muchas compafias farmacéuticas ahora, utilizan tecnologias de
administracion sostenida-controlada para mejorar los agentes terapéuticos
existentes, simplemente mediante el control de la velocidad a la que entran en

contacto con el torrente sanguineo.



JUSTIFICACION

JUSTIFICACION

Los liposomas son vesiculas de bicapas lipidicas, han llamado la atencibn como
transporte de drogas farmacéuticas, redes alimenticias y cosméticos teniendo como
caracteristica la capacidad de reducir la toxicidad e incrementar los efectos
terapéuticos de algunos farmacos. Sin embargo las aplicaciones de los liposomas en
liberacion de farmacos se encuentras limitadas por presentar tiempos de circulacion
en sangre en periodos muy cortos. Uno de los principales medios de estabilizacion
de los liposomas consiste en su recubrimiento con polimeros para su aplicacion en
diferentes terapias. Biopolimeros tales como el quitosano han sido utilizados en la

fabricacion y estabilizacion de liposomas recubiertos (Madrigal-Carballo et al., 2010)

El Quitosano derivado de la quitina es un biopolimero Unico que exhibe propiedades
sobresalientes de biocompatibilidad y biodegradabilidad. La mayoria de estas
propiedades peculiares surgen de la presencia de aminas primarias a lo largo de la

columna vertebral de éste (Florence y Christine, 2013).

En la dltima década, muchos investigadores estan tratando de modular las
interacciones, desarrollar derivados de quitosano compatibles, que amplien sus

aplicaciones (Balan y Verestiuc, 2014).

Por lo anterior se considera importante realizar un estudio de la interaccion entre el
biopolimero Quitosano con el liposoma anidnico fosfatidilcolina de huevo (EPC por
sus siglas en inglés) y fosfatidilcolina de soya (SPC por sus siglas en inglés) para
evaluar el comportamiento fenomenologico de la nueva molécula generada

(quitosoma).
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CAPITULO 1 Fundamento Teodrico

CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Lipidos

Los lipidos presentes en las membranas celulares combinan propiedades muy
diferentes en una misma corriente molecular: cada lipido posee una cabeza hidrofila
(que atrae agua) y una o dos colas hidrocarbonadas hidr6fobas (que repelen el
agua). Los lipidos mas abundantes en las membranas celulares son los fosfolipidos,
moléculas que se caracterizan por tener una cabeza hidrofila unida al resto del lipido

mediante un grupo fosfato.

El tipo mas frecuente de fosfolipido en la mayor parte de las membranas celulares es
la fosfatidilcolina (PC, por sus siglas en inglés), que posee una pequefia molécula de
colina unida a un grupo fosfato que actia como cabeza hidrofila y dos cadenas
hidrocarbonadas largas que actian como colas hidrofoba (Fig. 1.1). Las moléculas
con propiedades hidrofilas e hidrofobas se denominan anfipaticas. Esta caracteristica
guimica es compartida por otros tipos de lipidos de membrana, como los esteroles y

los glucolipidos.

Fosfatidilcolina

Figura.1.1 Representacion de la fosfatidilcolina conformada con una cabeza hidréfila unida

con dos colas hidrocarbonadas hidréfoba.
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Las moléculas hidréfilas se disuelven con rapidez en el agua debido a que contienen
atomos cargados o grupos polares, es decir grupos con una distribucion desigual de
cargas positivas y negativas; estos atomos pueden formar uniones electrostaticas o
uniones hidrogenadas con moléculas de agua, las que también son insolubles en
agua debido a que la totalidad (o casi la totalidad) de sus &tomos estan desprovistos
de carga y son no polares (Aberts et al., 2004).

En funcién de las condiciones precisas y de la naturaleza de los lipidos se forman
tres tipos de agregados lipidicos cuando los lipidos antipaticos se mezclan con agua,
las miscelas son estructuras esféricas que contienen entre pocas docenas y algunos
miles de moléculas antipaticas ordenadas con sus regiones hidrofébicas hacia el
interior, excluyendo el agua de sus grupos de cabeza hidrofilicos en la superficie, en
contacto con el agua (Fig. 1.2).

La formacion de miscelas esta favorecida cuando el area de seccion transversal del
grupo de cabeza mayor que las de las cadenas laterales acilo, tales como las de los
acidos grasos libres, lisofosfolipidos (fosfolipidos a los que les faltan un solo &cido

graso) y detergentes como el dodecilsulfato de sodio.

Un segundo tipo de agregado lipidico en agua es la bicapa en la cual dos monocapas
de lipidos forman una hoja bidimensional (Fig. 1.2). La formacion de la bicapa tiene
lugar facilmente cuando la seccién transversal del grupo de cabeza y las cadenas
laterales acilo son similares, como en el caso del glicerolfosfolipidos y esfingolipidos.
Las porciones hidrofébicas de cada monocapa, excluidas del agua, interaccionan
entre si. Los grupos de cabeza hidrofilicas interaccionan con el agua en cada
superficie de la bicapa. Dado que las regiones hidrofobicas de sus extremos estan
en contacto transitorio con el agua, la hoja en bicapa es relativamente inestable y

forma espontaneamente.

Un tercer tipo de agregado: se repliega sobre si misma formando una esfera vacia
llamada vesicula o liposoma (Fig. 1.2). En la formacion de vesiculas, la bicapa

lipidica pierde sus regiones extremas hidrofébicas expuestas al agua, consiguiendo
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méaxima estabilidad dentro del entorno acuoso. Estas vesiculas en bicapa encierran

agua, creando un compartimiento acuoso (Nelson et al., 2005).

Sz WL e 229209992
NS ) (OO
10008 O/ FOINSNNS WALOR R
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Figura 1.2 Lipidos anfipaticos en medio acuoso forman A: micela, B: liposoma C: Bicapa
(Nelson et al., 2005).

Dependiendo de las configuraciones de los fosfolipidos o la mezcla de fosfolipidos los
liposomas tenderan a formarse espontdneamente en determinados tamafos
haciendo que el empaquetamiento en la membrana minimice las fuerzas hidrofébicas

de las colas del fosfolipido.

En la Tabla 1.1 se pueden observar las estructuras que forman las moléculas
anfifilicas de acuerdo al tipo de lipido. Las moléculas de cono tienden a
empaquetarse en estructuras con altos radios de curvatura, y en cono invertido las
moléculas forman estructuras con gran curvatura negativa y las moléculas cilindricas
se organizan en bicapas planas. La combinacion de las molecular cono y cono
invertido puede resultar en la formacion de una bicapa plana, esta bicapa puede ser

inestable.
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Tabla 1.1 Efecto de la forma molecular de la estructura del agregado anfifilico (Lassic, 1998)

ESPECIE DE ,
FORMA
FOSEOLIPIDO ORGANIZACION
Cono invertido Micelas
Jabones Q2 — C&E ? ﬁiiO
A ! .I" O A~
Detergentes 5 \

Liso-fosfolipidos v

cilindro biliares
Fosfatidilcolina - %_; g g @@@
Fosfatidilserina g [ 1
Esfingomielina
Dicetilfosfato

cono Micelas
Acido Fosfatidico e Inversas
Colesterol cﬁt}
Fosfatidiletanolamina ¢l
Cardiolipin

1.2 Temperatura de transicion de los liposomas

La temperatura de transicion de fases o T,, [°C] de las membranas de los liposomas
es un factor importante que determina el empaquetamiento de los fosfolipidos y su
fluidez, en esta temperatura se tiene el mismo nimero de moléculas de fosfolipidos y

su estado gel-sélido que en estado liquido-cristal.

Cuando se tienen bajas temperaturas los lipidos se encuentra en un estado (gel-
s6lido) a un estado desorganizado (liquido-cristal) donde las moléculas se mueven

con mayor libertad.

La temperatura de transicion depende de la naturaleza de la cabeza polar y la
longitud de la cadena hidrocarbonada, un aumento en esta y el grado de saturacion

tiene como consecuencia un incremento en la temperatura de transicion de fase T,
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1.3 Liposomas

Las vesiculas esféricas cerradas llamadas liposomas, se obtienen mediante el
agregado de fosfolipidos puros a un medio acuoso, la carga de los fosfolipidos puede
ser neutro, anionico o cationico; el tamafio de los liposomas varia entre alrededor de
25 nmy 1 mm de diametro. Los liposomas tienen un nucleo acuoso aislado por una o

mas bicapas de fosfolipidos o lamelas (Patil y Jadhav, 2014).
A continuacioén se presenta diferentes clasificaciones de los liposomas.
Clasificacion de liposomas en funcion del nimero de bicapas:

e vesiculas unilaminares (ULV, por sus siglas en inglés) con una tamafio
aproximado 0.025-0.1 um
e vesiculas multilamelares (MLV, por sus siglas en inglés) con un tamafio

aproximado 0.05-10 um
Clasificacion de liposomas en funcién del método

e Preparacion fase inversa vesiculas de evaporacion (REV, por sus siglas en
inglés) 0.5 um
e prensa francesa vesiculas (FPV, por sus siglas en inglés) 0.05 um

e inyeccion de éter vesiculas (EIV, por sus siglas en inglés) 0.02 um
Clasificacion de liposomas se describe en funcién de su tamafio

e vesiculas unilamelares grandes (LUV, por sus siglas en inglés) 0.1 um
e vesiculas pequefas unilamelares (SUV, por sus siglas en inglés) 0.025-0.05

um.
Clasificacion de liposomas segun la carga de fosfolipidos:

e liposoma neutro

e liposoma anidénico
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e liposoma cationico

La descripcién de los liposomas por el lamelaridad y tamafio son mas comunes que

por el método de su preparacion (Vemuri y Rhodes, 1995).

1.4 Liposomas cargados

La cargar superficial de un liposoma crea un campo eléctrico que afecta a la
estructura de la bicapa, a su fluidez y al transporte de molecular a través de la
membrana, esta carga superficial es muy importante en la estabilidad coloidal de los
liposomas ya que los procesos de agregacion y fusion de estos sistemas estan

controlados, en gran parte por la repulsion o atraccion de sus superficies lipidicas.

La composicion fosfolipidica de la bicapa marca la carga superficial de los liposomas.
En la Tabla 1.2 se muestra la carga de las cabezas polares que es lo que

proporciona la carga del mismo.
La agregacién de liposomas neutros se produce por interaccion de Van der Waals.

Tabla 1.2 Nombres y estructuras de las cabezas polares de fosfolipidos

Region polar Nombre Abreviatura Carga
—OH Acido fosfatidico PA Negativa
—CH,CH,N(—CH3)3 Fosfatidilcolina PC Zwiteriénico
—CH,CH,NH;" Fosfatidiletanolamina ~ PE Zwiterionico
—CH,CH,NH3;* €00~ Fosfatidilserina PS Negativa
—CH,CHOHCH,0H Fosfatidilglicerol PG Negativa
—HC;H5(OH); Fosfatidilinositol Pl Negativo

10
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1.5 Métodos de obtencion de liposomas

Existe una variedad de métodos reportados en literatura para la preparacion de

liposomas entre ellos el método hidratacion de pelicula delgada, evaporacion inversa

de fase, disolvente de inyeccion técnica, y la dialisis detergente. Algunas técnicas

gue han sido empleadas para ayudar a reducir el tamafo de las vesiculas, son por

ejemplo, sonicacion, la extrusion a alta presion y microfluidifizacién (Huang et al.,

2014)

1.5.1 Métodos convencionales para la preparacion de vesiculas multilamelares

(MVLs por sus siglas en inglés)

Hidratacién de una pelicula de fosfolipidos bajo flujo hidrodinAmico. Las MLVs
se forman cuando una pelicula seca de fosfolipidos de bicapas apiladas, es
depositada sobre un sustrato, y se rehidrata bajo un flujo hidrodinamico por 2
de horas. La suspension resultante contiene vesiculas que son heterogéneas
en tamano y lamelaridad.

Método disolvente de esfera. Mezclar fosfolipidos con un solvente organico
con agua por 1 hora a bajo vacio, esto produce una emulsién de aceite-agua
gue contiene pequefas esferas de disolventes que contienen lipidos. La fase
organica es posteriormente se elimina por evaporacion que resulta en la

conversion de las esferas en MLVs con una distribucién de tamano estrecha.

1.5.2 Métodos convencionales para la preparacion de pequefios y largas vesiculas

unilamelares (SUVs y LUVs por sus siglas en inglés).

Método de evaporacion inversa de fase. Implica la hidratacion de fosfolipidos
disueltos en un solvente organico, mediante la adicién de agua con mezclado
vigoroso., en este caso se forma una emulsion de agua en aceite y la
evaporacion del solvente organico resulta en una suspension acuosa que

contiene LUVs, asi como MLVs. Concentraciones bajas de fosfoli|pidos en la

11
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suspensién acuosa tiene una produccion mayor de LUVs en comparacién con
MVLs

e Inyeccion de un solvente organico con una disolucion de fosfolipidos en fase
acuosa. Cuando un solvente orgénico (etanol o éter) contiene fosfolipidos
disueltos es inyectado en un buffer acuoso a gran velocidad, forma
espontaneamente SUVSs.

e Método inyeccion de etanol una solucion de etanol contenida con lipidos es
inyectada en un medio acuoso de manera rapida sometido a agitacion el
etanol es disuelto en agua dispersando las moléculas de fosfolipidos, que se
auto organizan en liposomas este procedimiento no presenta efectos de
degradacion ni de oxidacion en los fosfolipidos (Pons et al., 1992).

e Didlisis de detergentes. Este métodos es comunmente empleado para la
preparacién de LUVs, en este métodos los fosfolipidos son solubilizados en
por las micelas de los detergentes en fase acuosa, posteriormente se remueve

e el detergente por dialisis y resulta en la fusion de fosfolipidos ricos en micelas
y formacion de LUVs (Patil y Jadhav, 2014).

Los tres tipos de liposomas, definidas como vesiculas unilamelares, se muestran en
la Figural.3, donde se puede observar que los SUVs (tamafio oscila entre los 25 y 50
nm) y los LUVs (alcanza hasta varios cientos de nm de tamafio), tienen en su bicapa
lipidica una sola capa acuosa central. En cambio los MVL encierran entre sus
bicapas diferentes espacios y cuentan con un espacio central compuesto por
poblaciones heterogéneas. El diametro de éstas oscila entre 0.4 um y 10 um. Estos

altimos son los mas sencillos de obtener y a partir de ellos se consiguen los

Vesiculas multilamelares

@ Vesiculas unilamelares grandes

O Vesiculas pequefias unilamelares

unilamelares.

Figura 1.3 Representacion esquematica de la estructura de liposomas

12
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1.6 Caracterizacion fisicoquimica de liposomas

1.6.1 Carga superficial

La carga superficial de los liposomas es un parametro importante que afectan a las
interacciones electrostaticas entre liposomas y moléculas, particulas y superficies
qgue lo rodean. Esta controlado por la estructura cabeza del grupo de los lipidos y la
composicién de la fase acuosa tampon, incluyendo el pH y la fuerza ionica, de las
dispersiones de liposomas. La carga de la superficie del liposoma es importante para
determinar la estabilidad coloidal. También interacciones entre liposomas,
biomoléculas y células, que define en gran medida bioestabilidad liposomal y
rendimiento in vivo, se ven afectados por la carga superficial. ElI potencial zeta,
definido como la caida de potencial electrocinético a través de la parte moévil de la
doble capa eléctrica que rodea una esfera cargada en un campo eléctrico, se utiliza a

menudo como una medida de la carga superficial.

1.6.2 Tamafio

El tamafio y la distribucion de tamafio de los liposomas son caracteristicas clave
cuando los liposomas se aplican como sistemas de administracion de farmacos. El
tiempo de circulacion de la sangre de liposomas depende del tamafio del liposoma y
composicion. El Tamafio de los liposomas se ha correlacionado con la acumulacion
de estos en tumores, debido a la permeabilidad mejorada y retencion, efecto
procedente de la vasculatura permeable asi como la falta de drenaje linfatico eficaz

en ciertos tumores.

Los métodos mas comunmente utilizados para la investigacion de tamafio liposomal
y distribucién de tamafio incluyen estatica y dindmica, dispersion de la luz,
cromatografia de exclusion por tamafios, fraccionamiento campo-flujo y ultra
centrifugacion. Diversas técnicas de microscopia, también han encontrado un uso

para las mediciones de los liposomas de tamafio.

13
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1.6.3 Permeabilidad

La permeabilidad de la bicapa lipidica es critica cuando la aplicacién de liposomas
como vehiculos de administracion de farmacos dado que la permeabilidad influye en
la liberacién de farmacos solubles en agua; también es una propiedad clave cuando
se usan liposomas como modelos de membranas biologicas. La permeabilidad se ve
afectada por los factores de composicion de lipido del liposoma y externos que

abarcan temperatura, pH y fuerza iénica.

La maxima permeabilidad de liposomas se ha observado a la temperatura de
transicion de fase y la mayor eficiencia para la liberacién de farmaco se encontraron
para los liposomas en estado cristalino liquido en comparacion con el estado de gel,
La presencia de colesterol en la membrana de bicapa disminuye la permeabilidad

(Franzen y Ostergaard, 2012).

1.7 Aplicacién de los liposomas

Las aplicaciones de los liposomas han sido ampliamente investigadas en el area de
encapsulacion de farmacos, cosméticos etc. Dada su versatilidad como via de
encapsulacién de moléculas y principios activos ya sean hidrosolubles o liposolubles
los ha convertido en sistemas de gran interés, en el sector farmacéutico los
liposomas utilizados estan formados principalmente por fosfatidilcolinas. Este lipido
es el principal componente de la membrana celular, por lo que los liposomas se

difunden en los tejidos con mucha facilidad.

La liberacion de farmacos constituye un campo importante tanto por la relacion
dosis/actividad, como la aplicacién puntual del medicamento sin tener que recurrir a
la invasiébn generalizada del organismo cuando solo sea necesario en un

determinado punto del organismo. En principio, un sistema de liberacion de farmacos

14
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debe controlar el lugar apropiado para el principio activo y el momento adecuado de
dosificacion. En la actualidad, los nuevos sistemas de liberacion de farmacos
incluyen la optimizacién en la accion hacia los tejidos y de las formas de dosificacion
para conseguir una respuesta adecuada con minimo efecto no deseable. Ademas se
intenta que cubran otras necesidades como conseguir una liberacion lenta de
farmacos hidrosolubles, mejorar la biodisponibilidad de medicamentos poco solubles
en disoluciones acuosas, desarrollar unos contenedores biodegradables y controlar
la liberacibn de medicamentos toxicos Para conseguir este tipo de sistemas, las
investigaciones actuales siguen tres criterios independientes: el tiempo de
dosificacion, el punto de aplicacién y la sensibilidad al estimulo-respuesta. Ademas
de tener en cuenta cualquiera de los criterios comentados, hay que tener en cuenta
varios aspectos referentes a sus componentes y al método de preparacion que se

pueden resumir en los siguientes:

e Cuanto més elevada es la concentracion del lipido, mayor es la proporcion de
la fase acuosa atrapada y ademas su vida media aumentara.

e El indice de encapsulacion aumenta al realizar la hidratacién lentamente.

e La adicién de fosfolipidos cargados que hace mas grande la distancia entre
las membranas lipidicas, aumenta la cantidad de sustancia liposoluble que

puede ser encapsulada en entre la bicapa lipidica

1.8 Polimero

Un polimero esta hecho de miles de pequefias unidades repetidas de mondémeros.
En una reaccion de polimerizacion, los primeros productos son los dimeros (dos
partes), después los trimeros, los tetrameros, y finalmente, después de una serie de

pasos de reaccion los polimeros.
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1.9 Polimeros naturales o biopolimeros

Los polimeros naturales pueden clasificarse en tres categorias:

1. Proteinas
Las proteinas son sustancias macromoleculares presentes en todas las
células vivas. Alrededor del 50 % del peso seco del cuerpo humano se
compone de proteinas. Las proteinas son los componentes estructurales
principales de los tejidos animales; son parte fundamental de la piel, uias,
cartilagos y mdasculos. Otras proteinas catalizan reacciones, transportan
oxigeno, sirven como hormonas para regular procesos corporales especificos
y llevan a cabo otras tareas. Todas las proteinas se componen de los mismos
blogues basicos de construccién, llamados amino &acidos.

2. Acidos nucleicos
Los acidos nucleicos son una clase de biopolimeros que son los portadores
quimicos de la informaciébn genética de un organismo. Los acidos
desoxirribonucleicos (ADN) son moléculas cuyo peso molecular puede ir
desde 6 hasta 16 millones de uma (unidad de masa atémica). Los acidos
ribonucleicos (ARN) son moléculas méas pequefias con PM del orden de
20,000 a 40,000 uma.

3. Polisacaridos
Carbohidratos son una clase importante de sustancias naturales que se
encuentran en la materia tanto vegetal como animal. El nombre carbohidrato
(hidrato de carbono) proviene de las formulas empiricas de casi todas las
sustancias de esta clase.
Los polisacaridos estan formados por la union de muchos monosacaridos, sus
enlaces son O-glucosidicos con pérdida de una molécula de agua por enlace.
Estos polimeros pueden ser producidos por microorganismos (xantanas y
dextranas), por plantas (acido alginico, goma arabiga, celulosa, almidén), por

mamiferos y crustaceos (heparina, glicégeno, quitina). Los polisacaridos mas

16
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importantes son el almiddn, el glucégeno y la celulosa, que estan formados de
unidades de glucosa que se repiten.

Los polisacaridos también llamados glucanos, difieren en la naturaleza por sus
unidades monosacaridas repetidas, la longitud de sus cadenas y el grado de
ramificacion.

Por lo cual estos polimeros pueden ser agrupados en:

e Homopolisacaridos: constituidos por un solo tipo de unidad
monomerica. Unidos por enlace a tenemos el almidon y el glucégeno.
Unidos por enlace g tenemos la celulosa y la quitina.

e Heteropolisacarido: esta clase de polimeros estan formados por mas
de un tipo de monos acarido.

Unidos por enlace a tenemos a la pectina, goma arabiga y el agar.

Las funciones biolégicas de los polisacaridos pueden ser de 2 tipos:
e Reserva energética ( enlace a-Glucosidico)
Como almidon, el glucégeno y pectina (plantas.)
e Estructurales (enlace S-Glucosidico)

Como la quitina (insectos, crustaceos, hongos) y celulosa.

Los polisacaridos estructurales sirven esencialmente de elementos estructurales en
las paredes y en las cubiertas de las células, en los espacios intercelulares y en el
tejido conjuntivo, en donde dan forma y confieren elasticidad o rigidez a los tejidos
animales y vegetales, asi como proteccion y soporte a los organismos unicelulares.
De igual forma los polisacaridos se encuentran constituyendo los compuestos
principales del exoesqueleto de muchos invertebrados. Por ejemplo, el polisacéarido
quitina, que es un homopolimero de N-acetil-D-glucosamina, con enlaces g (1-4), es
el elemento organico principal en el exoesqueleto de los insectos y de los crustaceos.
(Brown et al., 2014).
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En la Figura 1.4 se clasifican los principales biopolimeros de acuerdo a sus
principales vias de obtencion a partir de: bacterias, microorganismos, animal,

plantas.

Polisacaridos ‘ Poliacido lactico = POlihidroxialcanoatos
Proteinas

Almiddn ) _
Proteina animal :

Celulosa Poliéster

colageno, caseina,
Quitosano gelatina

Pectinas Proteinas de plantas

Gluten de pan

Figura 1.4 Clasificacion de biopolimeros segun las principales vias de obtencion
(Johansson et al., 2012)
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1.10 Quitina y Quitosano

La quitina se encuentra distribuida ampliamente en la naturaleza. Sus fuentes
principales son el exoesqueleto (caparazon) de muchos crustaceos, alas de insectos
(escarabajos, cucarachas), paredes celulares de hongos, y algas, sin embargo el
exoesqueletos de artrépodos es la fuente mas accesible, en especial los crustaceos
marinos como cangrejos y camarones ya que se encuentran disponibles como

desecho de la industria marisquera presentando un peso molecular 1 x 10°a 2.5 X

106 %, La estructura molecular de la quitina (Fig. 1.5). Presenta un grupo acetamida

es un polimero de cadena lineal formado por poli[3-(1-4)-2 acetamida-2-desoxi-D-

glucopirinosal.

Figura 1.5 Estructura molecular de quitina

En la Tabla 1.3 se muestra la composicion quimica proximal en porcentaje (%v/v) en

base seca del exoesqueleto de crustaceo

19



CAPITULO 1 Fundamento Teodrico

Tabla 1.3 Composicion quimica proximal en porcentaje (%v/v) en base seca del
exoesqueleto de crustaceos (Pacheco-Lopez, 2010).

Fuente de quitina Especie Proteina Quitina Ceniza Lipidos

Cangrejo Collinectes sapidus  25.1 135 58.6 2.1
Chinoecetes opilio 29.2 26.6 40.6 1.3
Paralithodes 22.0 31.0 46.0 1.0
camtschaticus

Camaron Pandalus boralis 41.9 17.0 34.2 5.2
Cragon cragon 40.6 17.8 27.5 9.9
Penaeus monodon 47.4 40.4 23.0 1.3

Langosta Procamborus clrakii  29.8 13.2 46.6 5.6

Krill Euphausia superba  41.0 24.0 23.0 11.6

Gamba 61.6 33.0 29.4 1.4

El quitosano es un polimero artificial de base biolégica derivado de la quitina con un

peso molecular de 5 x 103 a 1 x 10° ﬁ, biodegradable, no téxico y biocompatibles

en la naturaleza, es el producto parcialmente desacetilado de la quitina , es un
polisacéarido catiénico lineal compuesto por unidades de B-(1-4)-2desoxi-2-amino-D-
glucopiranosa (D-glucosamina) y p -(1-4)-2-desoxi-2-acetomido-D-glucopiranosa(N-
acetil-D-glucosamina) en la Figura 1.6 se presenta la estructura molecular; esta
presenta una conFiguracion helicoidal tridimensional estabilizada mediante enlaces

de hidrogeno entre los mondmeros que lo forman.

CH,OH CH,OH CH,0H
O o C OH
\ L
H
NH; 1Hz 2

- -n
Figura 1.6 Estructura molecular de quitosano
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Las ventajas de este biomaterial es tal que, puede ser facilmente procesado para una

variedad de aplicaciones biomédicas tales como la administracion de farmacos.

La quitina y el quitosano son polimeros naturales amino-polisacaridos las
caracteristicas como su excelente biocompatibilidad y biodegradabilidad y baja
toxicidad con versatiles actividades biolégicas tales como actividad antimicrobiana y
baja inmunogenicidad han proporcionado amplias oportunidades para un mayor
desarrollo. Se ha convertido de gran interés no s6lo como un recurso subutilizado,
sino también como un nuevo biomaterial funcional de alto potencial en varios campos
(Pillai et al., 2009).

1.11 Aplicacion de quitina y quitosano.

La quitina y el quitosano poseen mdltiples aplicaciones en diversas areas como se

enlistan a continuacion:

e Alimentacién/nutricion: conservacién de alimentos, suplementos alimenticio,
antioxidantes, prebioéticos, clarificacibn de bebidas, agente emulsificante,
agente estabilizante, fibra dietética, agente antigastritis, y encapsulador de
lipidos.

e Ciencia de los materiales: hidrocoloides, electroquimicos, empaques, fibras
textiles, membranas poliméricas, matrices de inmovilizacion y geles.

e Ciencia y medicina farmacéutica: encapsulamiento de medicamentos de
liberacion controlada contra enfermedades terminales, uso peridontal,
anticoagulante regenerador de piel y hueso, suturas y lentes de contacto.

¢ Microbiologia: antibacterial, antifangico y bactericida.

¢ Inmunoldgica: modificacion de respuesta bioldgica, inmunosupresor Yy
estimulante.

e Agricultura: mecanismo de defensa en plantas, estimulacion de crecimiento,

recubrimiento de semillas fertilizantes y nutrientes del suelo.

21



CAPITULO 1 Fundamento Teodrico

e Tratamiento de aguas: remocion de iones metalicos, reductor de olores,
eliminaciéon de polimeros sintéticos fraccionadores.

e Cosmeéticos: humectante, tratamiento de acné y suplemento en tratamientos
de cabello (Salazar-Alpuche, 2001).

1.12 Degradacion del quitosano

La biodegradabilidad de la quitina y el quitosano estd basada en que ambos son
polisacaridos de origen natural. Se considera que existe una gran variedad de
microorganismos en suelo y agua capaces de degradarlos. Algunos solamente
degradan el quitosano mientras que otros degradan ambos polisacaridos. Las
microorganismos degradadores de quitina son extremadamente comunes en el suelo
Se ha estudiado la degradacién de peliculas de quitosano al ser expuestas al medio
ambiente midiendo la perdida en peso del mismo, resultando esta una degradacion
mas rapida que la del celofan.

La quitina es degradada por quitinasas, las cuales se encuentran distribuidas en la
naturaleza y en el sistema digestivo de muchos animales. La bacteria Serratia
marcensces y Enterobacter liguefaciens son 10 veces mas activas que Aspergillus
Jumigatus y Streptomyces. La quitinasa producida por Serratia marcensces puede

ser purificada facilmente.

1.13 Interaccion liposoma-quitosano

Los liposomas, han ganado atencion como portadores de farmacos, ya que pueden
reducir la toxicidad y aumentar la eficacia terapéutica de varios medicamentos. Sin
embargo, las aplicaciones de los liposomas en los sistemas de suministro de
farmacos estan bastante limitadas debido al tiempo de accion muy corto en la

circulacion sanguinea.
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Recientemente, muchas investigaciones han demostrado que algunos polisacaridos
como el quitosano, un homopolimero de (1,4) -unido 2-amino-2-desoxi-B-glucano
hidrofobamente modificados se pueden asociar sus grupos hidréfobos modificados
en la bicapa de fosfolipidos de los liposomas por interaccion hidréfoba y formar una
envoltura hidrofilica en la superficie del liposoma. Este nuevo tipo de liposoma,
denominado polisacarido asociado con liposoma, ha atraido interés para sus
siguientes ventajas en sistemas de administracion de farmacos: la superficie del
polisacéarido hidrofilico no sdélo puede aumentar la estabilidad fisica de los liposomas,
sino también proporcionar una proteccion estérica para liposomas para escapar de la
adsorciéon de opsoninas y la fagocitosis de macréfagos mono nucleares, prolongando

asi su tiempo de circulacién en la sangre (Wang et al., 2010).

1.14 Microencapsulacion

La micro encapsulacién es una técnica mediante la cual pequefas gotas liquidas,
particulas gaseosas o solidas, se recubren con una pared polimérica porosa
contenida una sustancia activa. El término micro encapsulacion en la industria se
refiere a la encapsulacion de sustancias de bajo peso molecular, la seleccion de la
técnica de micro encapsulacion adecuada se rige por las propiedades fisicas y
qguimicas de nucleo y el recubrimiento. Los materiales de recubrimiento normalmente
son materiales capaces de formar peliculas dependiendo del compuesto a

encapsular.

1.14.1 Técnicas de encapsulacién con quitosano

Las técnicas de micro encapsulacion se dividen en dos, quimica y mecanicas.

e Procesos quimicos: coacervacion, co-cristalizacion, polimerizacion interfacial,
gelacién idnica, incompatibilidad polimérica Atrapamiento por liposomas,
inclusién molecular

e Procesos mecanicos: secado por atomizacion, secado por congelamiento

enfriamiento y extrusiéon
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Las técnicas que han reportado resultados favorables son el secado por atomizacién

y la extrusion.

El secado por atomizacion es el método de microencapsulacion comunmente
empleado en la industria de los alimentos, este procedimiento implica la dispersion
del material del nacleo en una solucion de polimero, la cual puede ser una emulsion
o dispersion posteriormente la mezcla es atomizada en una camara de secado,
procedimiento que conduce a la evaporacion del solvente y por lo tanto, a la

formacién e microcapsulas solidas.

La microencapsulacion por extrusion es una técnica de mdultiples etapas. Mediante
esta técnica se obtienen particulas esféricas de tamafo uniforme. El procedimiento
inicia con una etapa de granulacion en donde se mezclan un agente bioactivo,
estabilizadores y otros ingredientes con un aglutinante liquido normalmente agua,
para formar una masa humeda o pasta. Posteriormente se procede a la extrusion, los
filamentos formados se vuelven esferas al cortarlos en longitudes iguales. Para
concluir el procedimiento se procede a recoger las esferas hUmedas para secarlas en
un lecho fluidizado la temperatura y la presion empleadas en este procedimiento son
normalmente menos de 100 psi y alrededor de 115°C. La funcionalidad de este
técnica se basa en la capacidad del material encapsulante de solidificarse al contacto
con los liquidos formando asi una matriz que atrapa facilmente al contenido del
ndcleo. En la industria de los alimentos este método es usualmente empleado para la

encapsulacién de sabores y prebiéticos (Flores et al., 2013).
1.15 Caracterizacion de la asociacion biopolimero-liposoma

1.15.1 Potencial Zeta

El potencial zeta es la medida electrocinética que envuelve efectos de movimiento y
fendmenos electronicos en dos capas de contra iones alrededor de la superficie
coloidal para equilibrar de forma dinamica la distribucion de cargas entre la superficie
de la particula y de la solucién, mide la estabilidad de las particulas e indica que

potencial se requiere para poder penetrar la capa de iones que rodea la particula
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para estabilizarla. Este es una potencia electrostatica que se localiza entre la
separacion de las capas que rodea la particula. El modelo de la doble capa es usado
para visualizar la atmdsfera ionica en la proximidad del coloide cargado y explica de
gué manera actian las fuerzas eléctricas de repulsion. Este modelo se entiende
como una secuencia de etapas que ocurren alrededor de un coloide negativo, si los

iones que neutralizan sus cargas son repentinamente separados.

1.15.2 Dispersién dinamica de luz

Los liposomas se caracterizan determinando el didmetro medio y distribucion de
tamafio. Para llevar a cabo esta caracterizacion se emplea la técnica de Dispersion
Dinamica de Luz (DLS, por sus siglas en inglés) se basa en la dependencia de
fluctuaciones de intensidad de dispersion de la luz en funcién del tiempo, debido al
movimiento Browniano de las particulas en suspensién, donde las particulas
menores se difunden méas rapido que las mayores haciendo que la velocidad de
difusién varié la intensidad de la luz. Las medidas son realizadas con un angulo de
173° en relacién al radio del laser incidente. Por medio de esta técnica se puede
estimar el diametro medio a través de la media ponderada entre didmetros
hidrodindmicos y el total de la poblacion de las particulas

1.15.3 Monocapas de Langmuir

La técnica de monocapas de Langmuir-Blodgett permite obtener peliculas delgadas
homogéneas, de un determinado orden y espesor a nivel molecular, lo cual implica
gue se obtienen peliculas en las cuales se puede controlar su estructura a una
escala de nandémetros. La técnica consiste en la deposicibn de monocapas
ordenadas de un material organico formadas en la superficie de una subfase liquida
sobre un soporte sdlido, dando lugar a una multicapa de moléculas perfectamente

ordenadas.
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Funcionamiento de la técnica Para ello se dispone de una fase acuosa dispuesta en
una balanza (cubeta rectangular construida en un material hidrofébico) en cuya
superficie se deposita una disolucion de una sustancia organica anfifilica en un
disolvente organico volatil.

Las moléculas de la sustancia anfifilica presentan grupos polares que se encuentran

inmersos en la superficie de la fase acuosa y tienen colas hidrofobicas que estaran

fuera de dicha superficie dispuestas de forma aleatoria.

‘e Cola < <
, 9 . Lt < ¢ LS c 3 < o
hidrofébica < < . « <

. <
< Aire ¢ ® e ® ¢ & ®
€ _— < « < < < < <
9 X X X X X X |
Agua
~ Cabeza
hidrofilica

Figura 1. 7 Representacion esquematica de una molécula anfifilica y su monocapa ordenada
en la interfase aire-agua (Génzalez-Gutiérrez, 2012)

El disolvente se evapora y la sustancia organica se dispersa por toda la superficie de

la fase acuosa, dando lugar a lo que se conoce como “gas bidimensional” debido a

gue las interacciones entre las moléculas son muy pequefias y se puede considerar

gue cada molécula esta aislada con respecto al resto como se observa en la Figura
1.7.

La balanza dispone en sus extremos de unas barreras que al cerrarse sobre la
superficie de la fase acuosa comprimen las moléculas que se encuentran dispersas,
de tal forma que se van ordenando dando lugar a lo que se conoce como monocapa

de Langmuir. Al reducirse el area de la superficie disponible por la monocapa, las

26



CAPITULO 1 Fundamento Teodrico

moléculas se aproximan unas a otras de tal forma que empiezan a aparecer
interacciones entre ellas. Estas interacciones intermoleculares laterales de tipo Van
der Waals permiten que las moléculas se ordenen en la interfase aire-agua dando
lugar a la monocapa de Langmuir. Cuando aparecen interacciones entre las colas
hidrofébicas, se produce un cambio en la pendiente de la isoterma, y se dice que se

forma un “liquido bidimensional”.

Si las barreras continlan cerrandose, la presion superficial sigue aumentando
llegando un momento en el cual se produce un nuevo cambio de pendiente de la
recta de la isoterma (Figura 1.8) dando lugar a un estado conocido como “sélido

bidimensional’.

» Colapso Fase condensado 2D

Presion superficial

Area promedio por molécula

Figura 1. 8 Grafico de una isoterma que presenta la evolucién de la presion superficial con

respecto al area media ocupada por cada molécula (Gonzalez-Gutiérrez, 2012)
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Si se continda cerrando las barreras de la balanza se llega a un momento en el cual
la compresibilidad se hace infinita, dicho fendbmeno se conoce como colapso
molecular. En esta fase de colapso las capas de moléculas se solapan, montandose

unas encima de otras y dando lugar a capas desordenadas.

Cuando se ha formado la monocapa y se mantiene la presion dentro del rango de
valores para los cuales la monocapa se encuentra en estado de solido bidimensional,
en la superficie de la fase acuosa se introduce perpendicularmente un sustrato
sélido, de tal forma que se produce una transferencia de moléculas ordenadas desde
la superficie de la fase acuosa a al sustrato sélido, manteniendo el orden.

Hay que tener en cuenta que dependiendo del caracter hidrofilico o hidrofobico del
material que constituye el sustrato la transferencia tiene lugar de una u otra forma. Si
la superficie del soporte es hidrofilica, la fase acuosa moja la superficie sélida y se
forma un menisco hacia arriba. Al sumergirse el soporte no se produce deposicion,
pero cuando sube, el menisco se va secando, dejando detras una monocapa en la
cual los grupos hidrofilicos estan colocados de cara a la superficie hidrofilica. Al
volver a sumergirse, el soporte serd ahora hidrofébico, con lo cual el menisco
aparece hacia abajo y la segunda monocapa se depositard con las cadenas
hidrofébicas en contacto con las cadenas hidrofobicas que se habian depositado en

el sustrato, de tal forma que la cabeza hidrofilica queda hacia afuera

1.16 Reologia

La ciencia de la reologia incluye todos los aspectos del estudio de la deformacion vy el

comportamiento del flujo de sélidos y liquidos, existen dos tipos de flujos:

o flujos newtonianos: la viscosidad es constante e independiente del esfuerzo de

corte al cual se somete el fluido.
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flujos no newtonianos: la viscosidad depende del esfuerzo de corte aplicado.
Se clasifican en:
o Fluidos pseudoplasticos. Este tipo de fluidos se caracteriza por una
disminucién de su viscosidad al aumentar el gradiente de velocidad
o Fluidos dilatantes. Son aquellos donde existe un aumento de viscosidad

con el aumento de gradiente de velocidad

Dependiendo del tipo de fluido el comportamiento reoldgico puede ser estudiado en

flujo estacionario y en flujo oscilatorio o dinamico:

Comportamiento del flujo estacionario de los fluidos. Un sistema fisico se
encuentra en estado estacionario cuando las caracteristicas del mismo no
varian con el tiempo. Para un fluido newtoniano, a una presion y temperatura
dado, Unicamente es necesario conocer la viscosidad, en el caso de un fluido
no newtoniano se debe obtener una curva de flujo o reograma, es decir , la
dependencia funcional entre el esfuerzo de corte y la tasa de corte, y puede

ser representados a traves de los modelos de las ecuaciones 1,2 y 3:

o Modelo de Bingham.
T=T9+7ny Ec. 1
Donde 7,[Pa] es el esfuerzo limite necesario para producir fluencia. Por

debajo de este esfuerzo, la viscosidad se considera infinita

o Ley de potencia.
T=Ky" Ec. 2
Donde K[Pas™] es el indice de consistencia y n es el indice de
comportamiento reoldgico del flujo. Si n es menor que la unidad el fluido
es pseudoplastico, y la viscosidad aparente disminuye con el aumento
del esfuerzo. Si n es mayor que la unidad el fluido es dilatante y su

viscosidad aparente aumenta al aumentar el esfuerzo.
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o Modelo de Herschel- Bulkley.

T=17, +K, 7" Ec.3
Donde 7,[Pa] es el esfuerzo de corte inicial o punto cedente, el
subindice HB, indica para el modelo de Herschel-Bulkley.
o Modelo de Carreau
Este modelo contempla el comportamiento de toda la curva de flujo
incorporando el concepto de tiempo caracteristico, el indice de flujo y

los valores de n, Yy n. a valores y muy pequefios y muy grandes

n_ 2T
770 [1+ (Ay)“]

Ec.4

El modelo de Carreau representa acertadamente el comportamiento

viscoso real de una solucion polimérica.

1.17 Parametros reoldgicos
Esfuerzo de Corte, 7 [Pa] : Resistencia del fluido al movimiento deslizante de sus

capas cuando se aplica una fuerza en forma tangencial a su superficie laminar

Tasa de Corte, y[s~1] : Diferencia entre las velocidades de dos capas dividida por la

distancia que las separa.
Viscosidad,u [Pa s] : Resistencia que opone un fluido a ser deformado. En términos

matematicos es la relacion de proporcionalidad entre el esfuerzo de corte y la tasa de

corte. Cuando un fluido es no newtoniano y no lineal presenta una viscosidad
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diferente para cada tasa de corte, esta es llamada viscosidad absoluta o aparente. La
viscosidad plastica es generalmente explicada como la parte de la resistencia al flujo
causada por friccibn mecanica y es afectada por la concentracion de solidos, el
tamafo y la forma de las particulas solidas y la viscosidad de la fase fluida.

indice de Comportamiento, n[—]: Indica la desviacién del comportamiento reologico
del fluido con respecto a los fluidos newtonianos, es decir, mientras mas se aleje el
valor de n de la unidad mas pronunciadas seran las caracteristicas no newtonianas
del fluido.

indice de Consistencia, K [Pa s™]: Caracterizacion numérica de la consistencia del
fluido, es decir, es una medida indirecta de la viscosidad, pero sus unidades
dependen de n. A medida que K aumenta el fluido se hace mas espeso 0 viscoso
(Bedoya, 2009).

1.8 Reologia de quitosano

De acuerdo a los estudios realizados se determin6 el comportamiento reoldgico de
quitosano obtenido a partir de residuos de langosta determinando asi que dicho
biopolimero mostré6 un comportamiento Newtoniano esto se vio influenciado por la
concentracion de polimero, reflejando su utilidad para uso farmacéutico (De la Paz et
al, 2013).

La modificacion hidrofébico de quitosano es una de las nuevas alternativas para
determinar y manipular el comportamiento reoldgico como lo es una viscosidad
reforzada, endurecimiento por deformacion, etc. Estas propiedades brindan una
variedad de aplicaciones tecnoldgicas como en la industria de productos
farmacéuticos, textiles, papel entre otros. La variacibn de la concentracion de
biopolimero juega un papel importante en la el comportamiento reologico ya que a
mayor concentracion de este se presenta mayor interaccion molecular y un

incremento de la viscosidad (Shedge et al. 2014)
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

Para alcanzar los objetivos planteados, en este capitulo se describe la metodologia

empleada para llevar a cabo la interaccion de liposomas con el biopolimero

quitosano En la Figura 2.1 se representa de manera esquematica la metodologia

experimental.

/ Andlisis fenomenoldgico de la interaccion de quitosano como
recubrimiento biopolimerico de liposomas

\
N

Dispersiones de
quitosano:
0.25% m/v,

0.50%, 1%m/v

Liposomas

0.10-0-40 % m/v

Concentraciones:

Determinacion
monocapas de
Langmuir

Determinacion

Interaccion
liposoma:quitosano

_| Caracterizacion de

de dispersion
dinamica de luz

Determinacion

la asociacion

!

de potencial
Zeta

Caracterizacion
Reolodgica de las
dispersiones de
quitosanoy la
asociacion

Figura 2.1 Diagrama general de la metodologia propuesta

Interpretacion de
resultados
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2.1 Materiales
Los materiales empleados para elaborar los liposomas fueron:

e LIPOID EBO (Lecitina de huevo) fosfolipido derivado de huevo con 80 % de
fosfatidilcolina.
e LIPOID EPC-3 (3-ethylphosphocholine) fosfolipido derivado de huevo.

La elaboracién y caracterizacion de los liposomas, dispersiones de quitosano vy
gutiosomas se llevaron a cabo en la Facultad de Ingenieria Quimica en el Laboratorio
de Nano y Biotecnologia para Desarrollos Avanzados, y la Facultad de Ingenieria de
Alimentos Laboratorio de Tecnologia de Alimentos en el Laboratorio de Desarrollo de
Procesos, Universidade Estadual de Campinas-UNICAMP, los analisis de
monocapas de Langmuir fueron realizados en el Laboratorio Nacional de la Luz
SINCROTRON.

2.2 Equipos
Los equipos utilizados para la produccién de liposomas por el método inyeccion de

etanol, y la asociacién fueron:

— Reactor de vidrio enchaquetado con tapa (Fabricado en el Instituto de
Quimica/UNICAMP), de 140 mL.

— Bafio ultratermostatico Quimis

— Bomba Harvard

— Agitador mecanico IKA RW20 digital

Para la caracterizacion de los liposoma, quitosano y quitosomas producidos se

utilizaron los siguientes equipos:

— Malvern ZetaSizer, modelo Nano-ZS
— Rebmetro Anton Paar MCR 301.

— Cuba automatizada de Langmuir
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2.3 Métodos

2.3.1 Elaboracion de dispersiones de quitosano

Las soluciones de quitosano fueron preparadas a 3 concentraciones propuestas por
Porras et al., 2008 0.25, 0.50 y 1.00 % relacién masa volumen ("/;,), en &cido
acético 0.5% (v/v) y su pH se ajustdé a 5.5 con una solucion de NaOH 3 mol/L

sometidos a agitacion constante durante 24 horas a temperatura de 25° C.

2.3.2 Preparacion de liposomas

Método de inyeccion de etanol

Los liposomas se obtuvieron a partir del método de inyeccién de etanol, disolviendo
en etanol el fosfolipido, el sistema etanol agua se mantuvo a una proporciéon 10:90
v/v, posteriormente se sometidé a sonicacion durante 30 minutos a una temperatura

superior a la temperatura de transicion de lipido, esta solucién fue bombeada
. L
mediante una bomba Harvard a un caudal de 10 % a un reactor enchaquetado

adaptado con deflectores y un agitador mecanico contenido con agua ultrapura a una
velocidad de 1240 r.p.m., durante 5 minutos, las muestras se almacenaron durante
24 horas para su posterior caracterizacion. En la Tabla 2.1 se muestra la temperatura
de transicion de los lipidos utilizados para cada ensayo. Rodriguez-justo et al. (2011),
Laouini A et al. (2013), Pham et al. (2011) utilizaron el método obteniendo resultados

positivos.

Tabla 2.1 Temperatura de transicion y masa molecular de lipidos utilizados en este estudio.

Lipido Temperatura de Masa molecular
transicion [g /mol]
[°C]
LIPOID E 80 -8 ~762
LIPOID EPC -7 ~770
PHOSPHOLIPON 80 H 55 ~700
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Figura 2.2 Formacion de liposomas (Laboratorio de Desarrollo de Procesos-UNICAMP
Brasil)

2.3.3 Preparacion de la asociacién Quitosano-Liposoma

La asociacion Liposoma-Quitosano se realizd adicionando liposomas a quitosano
gradualmente y agitando  vigorosamente, en un reactor enchaquetado con
deflectores se mantuvo una relacién volumétrica equivalente, la temperatura fue una
variable constante para cada ensayo siendo para cada liposoma superior a la
temperatura de transicion. En la Tabla 2.2 se muestra las concentraciones utilizadas
para cada ensayo.

Tabla 2.2 Concentraciones de quitosano y liposomas utilizados

Concentracion Concentracion
de quitosano de liposomas

0.10 % m/v
1% m/v 0.50 % m/v
1.00 % m/v
0.10 % m/v
0.5% m/v 0.50 % m/v
1.00 % m/v
0.10 % m/v
0.25% m/v 0.50 % m/v
1.00 % m/v

36



CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.3.4 Caracterizacion de liposomas, quitosano y quitosomas

El potencial zeta es una medida dependiente de la movilidad electroforética de
la particula, que muestra una densidad de carga superficial y la estabilidad
coloidal. Se determiné el potencial zeta de los liposomas obtenidos a partir de
ensayos de inyeccion de etanol, de quitosano y de los quitosomas se utilizd

Malvern Zetasizer Nano ZS equipos Figura 2.3.

Determinacién de dispersion dinamica de luz

Las particulas de liposomas y quitosomas fueron caracterizadas mediante la
determinacién de la distribucion del tamafio y la polidispersidad por
espectroscopia de correlacion de fotones usando el equipo Malvern Zetasizer
Nano-ZS. Para todas las lecturas &ngulo de incidencia se determindé a 173 °y
cuba DTS1060C. En todos los casos, la distribucion del didmetro fueron
evaluados por la intensidad de luz dispersada. Para cada particula se

especificd el material, agente dispersarte, indice de refraccion y temperatura.

Figura 2.3 Malvern ZetaSizer (Laboratorio de Desarrollo de Procesos)
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2.3.5 Determinacion de monocapas de Langmuir.

Monocapas de Langmuir es la determinacion del espesor de pelicula mono molecular
formada en la superficie de una solucién acuosa. Cuando se afiaden pequefas
cantidades de moléculas anfifilicas disueltas en un solvente organico a la superficie
acuosa, que se organizan en la interfaz agua-aire, el mantenimiento de la parte
hidréfila inmerso en la molécula de agua y la parte hidr6foba dirigida al aire. Este
espesor de la pelicula mono molecular se produce en un recipiente poco profundo
conocido como cuba de Langmuir, que estd provisto de un sensor de tension
superficial y dos barreras moviles comprimiendo la monocapa formada en la
superficie. Mediante la compresion de la monocapa formada en la interfaz, la
densidad superficial de moléculas aumenta, asi como el de la interaccién entre ellos
provocando el aumento de la tensidén superficial generando isotermas de presion de
la superficie y, a través de ellos, y las conclusiones sobre cdmo se puede establecer

la interaccion entre las moléculas de monocapa.

Figura 2.4 Cuba de Langmuir (Laboratorio Nacional de la Luz SINCROTRON)
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2.3.6 Andlisis Reoldgico de quitosano y su interaccion con liposomas

Se realizdé un seguimiento reologico en estado estacionario con una velocidad de
corte de 0 <y < 100 s~ 1, utilizando un reémetro Anton Paar MCR Modelo 301, a 3
relaciones masicas 0.20, 0.25 y 0.30, utilizando una geometria de cilindros
conceéntricos, a temperatura de 25°C los datos fueron registrados en el programa

Rheoplus se analizaron los diferentes comportamientos reolégicos.

Figura 2.5 Redmetro Anton Paar MCR Modelo 301
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion reoldgica de quitosano en dispersion acuosa
La determinacion de didmetro promedio para la molécula de quitosano obtenido fue

mayor a 3000 nm.

En la Figura 3.1 se observa que los valores obtenidos de potencial-Z , las moléculas

de quitosano obtenidas son de cardcter cationico.

Potendal-Z [mV]

30.0 T | | )
01 0.5 1

Concentracion de quitosano % (m/v)
Figura 3.1 Potencial Z obtenido para las concentraciones de (0.10-1.00% m/v)

El caracter idnico de la molécula de quitosano a diferentes concentraciones se
encuentra en un rango de +40 y +80 mV (Porras et al., 2008), en los presentes
resultados se obtienen para las mismas concentraciones valores de potencial Zeta

gue estan dentro del rango presentados por dicho autor.
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3.1.1 Andlisis reoldgico de dispersiones de quitosano

Se realizaron corridas de las diferentes concentraciones de quitosano en un redbmetro

Anton Para modelo MCR 301con geometria de paletas se caracterizé a 3 diferentes

temperaturas: 5, 25 y 37°C ajustandose al modelo de Herschel-Bulkley (3.1)

T=1,+K@)" (3.1)

En la Figura 3.2 se observa el comportamiento dilatante de las isotermas de las

diferentes concentraciones de quitosano ajustandose al modelo Herchel-Bulkley,

0.04

0.035

0.03

0.025

0.02

Viscosidad [Pa s]

0.015

0.01

0.005

+ X <o O o

0.25%[m/v] 5°C
0.50 %[m/v] 5°C
1.0 % [m/v] 5°C

0.25%[m/v] 25°C
0.50%[m/v] 25°C

0.50%[m/v] 37°C
1.0 %[m/v] 37°C

10

Velocidad de corte [1 /s]

Figura 3.2 Comportamiento de la Viscosidad en funcién de la velocidad de corte.

Denotando el incremento de la viscosidad al aumentar la tasa de corte.
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En la Tabla 3.1 se presentan los parametros del modelo matemético de Herchel-

Bulkley, obteniendo para las tres concentraciones un ajuste (R?) mayor a 0.99.

Tabla 3.1 Valores de los parametros reologicos del modelo Herchel-Bulkley para dispersiones
de quitosano a 5,25y 37 °C.

T Modelo
%[m/v] R?
[°C] T =19+ ky"
0.25% T =0.05729 + 8.4192x10795y18692  0,99262
5 0.50% T = 0.1343 + 5.2528x107%5y19442  0,99655
1.00% T =0.1260 + 6.0924x107%5y19246  (0,99578
0.25% T = 0.05531 + 7.5883x10705y1-865¢  0,99047
25 0.50% T =0.11965 + 5.6777x107%5y19099  0.99367
1.00% T=0.10279 + 4.7292x10795y19374  0.99577
0.25% T =0.1202 + 4.1635x107%5y19941  0.99571
37 0.50% T=0.11671 + 5.1018x107 95319145 0.99245

1.00% T =10.095197 + 7.3638x10~%5y1-8659  0.99469

Las dispersiones de quitosano presentaron un comportamiento no Newtoniano con
caracteristicas dilatantes es decir, la viscosidad aumenta con esfuerzo de corte

ajustandose al modelo de Herchel-Bulkley, debido a su indice reolégico, n>1.

Se evalud el efecto de la temperatura sobre la viscosidad en funcién de la
concentracion de sélidos. En la Figura 3.3 se observé que la viscosidad se vio
influenciada por la concentracion de solidos, esto para las temperaturas de 5y 37°C.
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Figura 3.3 Efecto de la temperatura, en la viscosidad y en la concentracion de sdlidos.
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3.2 Modelacion del desempefio reoldgico de la asociacion liposoma-quitosano

Se realizaron ensayos reolégicos que se resumen en la Tabla 3.2 para las
interacciones liposoma quitosano estas se ajustaron al modelo reoldgico de Carreu
con una R? > 0.95 de acuerdo a (Nufiez-Santiago, 2001) este modelo representa
asertivamente el comportamiento de una solucién polimérica.

Tabla 3. 2 Pardmetros reoldgicos para el modelo de Carreau

iy Modelo
) Relacion
Lipido o no[pas]  nelpas] __ Mol R?
masica n= A+ noe Mo

34.004
0.10 34.04 0.0185 n= 1+ (0.426 7)) +0.0185 0.97

33.588
EPC 0.25 33.606 0.0186 n= 1+ (0422 7)) + 0.186 0.97

123.3

0.30 123.32 0.0106 n= 1 T (1358 - 7)5)052 +0.0106 0.96

44,747
0.10 44.765 0.0183 n= 1 % (0517 - 7)2)0c08 +0.0183 0.97

74.884
SPC 0.25 74.90 0.0165 n= 1 + (0.847 -7)7)05% +0.0165 0.95

47.568
0.30 47.58 0.0183 7 +0.0183 0.98

T (1 + (0.549 - y)2)0607

De acuerdo a la naturaleza del fluido generado se considera una dispersion

polimérica en la cual existen agregados suspendidos de fuerzas intermoleculares

relativamente débiles y tienden a desagregarse cuando se somete a un campo de

deformacion es decir un esfuerzo de corte que de acuerdo a la Figura 3.4 se observa

dicha deformacién a bajos esfuerzos de corte y velocidad de corte, sin embargo a

mayores velocidades de corte se inicia un proceso de degradacion de las particulas

rompiendo la interaccién liposoma quitosano.
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El comportamiento fue el mismo para todas las interacciones asi como para
quitosano de bajo peso molecular. Cabe resaltar que los esfuerzos y velocidades de
corte aplicados provocaron la disociacion de la interaccion es decir las fuerzas

ejercidas son mayores que las fuerzas intermoleculares que formaron la asociacion

QUITOSANA BAJO PESO MOLECULAR
SPC 0.30

——SPC0.25

——SPC0.10

EPC 0.30
— EPC0.25
— EPC0.10
60 -
)
@
o,
Q
S
o 50-
©
o
N
(¢D)
=)
()]
L
40 4
30 . —y
10° 10"

Velocidad de corte[1/s]

Figura 3.4 Curva de flujo de comportamiento reoldgico de la interaccién liposoma
fosfatidil colina de huevo (EPC) y fosfatidilcolina de soya (SPC) quitosano
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3.3 Determinacion de la influencia de la relacion masa/volumen en la interaccion
liposomas-quitosano teniendo como variable de respuesta el comportamiento
fenomenoldégico.

3.3.1 Método de inyeccion de etanol

Con el fin de estudiar la reproducibilidad de la técnica, cada experimento bajo las
mismas condiciones se realizO por triplicado, realizando los andlisis de
caracterizacion 24 horas después de cada experimento obteniendo como resultado
un indice de polidispersidad aceptable y tamafio de particula adecuado para fines de

esta investigacion y altamente reproducible

Figura 3.5 dispersiones de Figura 3.6 dispersiones de (A)
quitosano SPCY (B) EPC

Figura 3.7 Quitosomas de 0.20 (A), 0.25 Figura 3.8 Quitosomas de 0.20 (A), 0.25
(B) y 0.30 (C) relacién masica (B) y 0.30 (C) relacion masica
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3.3.2 Caracterizacion de liposomas, quitosano y quitosomas

Didmetro hidrodinamico, polidispersidad y potencial zeta

Para validar el didmetro hidrodinAmico se utilizo el indice de polidispersidad es un
indicador de la distribucién de particulas. En la Tabla 3.3 presenta los resultados
obtenidos para cada lipido en términos de diametro hidrodinamico medio (Z-Ave) e
indice de polidispersidad (PDI), cada experimento fue repetido bajo las mismas

condiciones 3 veces.

Tabla 3.3 Tabla de resultados de la caracterizacion de liposomas fosfatidilcolina de huevo
(EPC) y fosfatidilcolina de soya (SPC)

Lipido Concentracion Z-Ave PDI ZP

final d.nm mV

[mM]

4 398 + 6.65° 0.465 + 0.007% -21.1+4.12
EPC 3 362.7 +5.38% 0.311 + 0.007% -26.3+2.20

2 417.7+ 21.2% 0.349+ 0.092* -19.3+4.51
SPC 10 214.5+46.17° 0.346+0.104*° -50.3+2.63

% no representa diferencia significativa entre las medias (p>0,05) Presenta diferencia significativa entre
las medias (p>0,05). Z-Ave: Diametro medio de particula, PDI: indice de polidispersidad, ZP: potencial

Zeta

En la Tabla 3.3 para el caso EPC (fosfatidilcolina de huevo) se obtuvo una variaciéon
no significativa de la desviacidbn estandar para cada concentracién analizada,
obteniendo didmetros de particula aceptables para este estudio y un indice de
polidispersidad sin diferencia significativa para ambos lipidos confirmando una cuasi-

monodispersidad en la suspensién coloidal de lipidos.

La carga superficial es generada principalmente por el fosfolipido, que no tuvo
diferencia significativa en cada réplica. Valores negativos de potencial zeta indican
que son lipidos de caracter anionico, de acuerdo con (Lassic, 1998) particulas mas
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positivas que +30mV y mas negativas que -30mV forman dispersiones estables, los
resultados obtenidos para cada concentracion de EPC demuestran que esta
suspension concentracion de 3mM es eléctricamente mas estable que las 2 y 4 mM.

Sin embargo la suspension de SPC es mas estable que las anteriores.

En la Figura 3.9 y 3.10 se observa que la intensidad de dispersiéon de luz para el caso
de EPC a concentraciones de 3 y 4 mM y SPC muestra dos distribuciones esto
representa que hay diferentes tamafios de particulas que propician que exista
dispersiones de luz diferentes, para el caso de la concentracion de 2 mM obtenemos
Unicamente una dispersion de luz lo que refiere a una monodispersidad en la

produccién de liposomas.

En la Figura 3.11 y 3.12 observamos la distribucion por nimero con respecto a
tamafo de particula, para el caso de EPC concentracion 3 mM y 4 mM se observa un
tamafio de particula con una poblacion menor a 500 nm, la concentracion 2 mM
muestra una pequefia poblacién de didmetro mayor a 500 nm y la concentracién 4
mM muestra una sola poblacién de 500 nm. Para el caso de SPC presenta 3

poblaciones de diferentes tamafios de particula.
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Figura 3.9 Distribucién de tamafio de particula por intensidad para
Fosfatidilcolina de huevo (EPC)
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Figura 3.10 Distribucion de tamafio de particula por intensidad para
Fosfatidilcolina de soya (SPC)
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Figura 3.11 Distribucion de tamafio de particula por niUmero para

fosfatidilcolina de huevo (EPC)
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Figura 3.12 Distribucién de tamafio de particula por nimero para
fosfatidilcolina de soya (SPC)
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En la Figura 3.13 se muestra el indice de polidispersidad para cada lipido y
respectiva concentracion observando la variacion de la desviacion estandar para

cada caso.

HH

0.4

H

0.1

EPC ZmM EPC 3mM EPC 4mM SPC 10 mM
LIPIDO

Figura 3.13 indice de polidispersidad para cada lipido
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304

204 J

104

EPC ZmM EPC 3mM EPC 4mM SPC 10 mM
LIPIDO

Figura 3.14 Tamafio de particula para cada lipido

En la Figura 3.14 se comparan los resultados obtenidos de tamafio de particula para
cada lipido y concentracion con la respectiva desviacion estandar, observando una

variacion de tamafio de particula con respecto a las diferentes concentraciones
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trabajadas para fosfatidilcolina de huevo, teniendo tamafios de particula de 362 nm
hasta 417 nm, basandonos en los resultados para las 3 concentraciones lipidicas se
procedié a la seleccion de una concentracion para continuar con este estudio que
fue 4mM.

El tamafio de particula obtenido para fosfatidilcolina de soya se consider6 aceptable

para fines de este trabajo

3.3.3 Andlisis de la asociacién liposoma quitosano

Posterior a la produccion de liposomas se llevo a cabo la interaccién de liposoma
quitosano se realizd su caracterizacion mediante la determinacion de tamafio de

particula.

De acuerdo a los resultados obtenidos para la realizacion de la asociacién se decidio
trabajar con la concentracién de 4mM para fosfatidilcolina de huevo y 10 mM para

fosfatidilcolina de soya con 3 relaciones masicas.

En la Tabla 3.4 se compara los resultados obtenidos de acuerdo a [Lassic, 1998]

obtuvimos suspensiones estables

Tabla 3.4 Caracterizacion de interaccion liposoma-quitosano

LIPIDO- REL. _ SPAN ZP
QUITOSANA MASICA volumen medio [-] mV
0.10 18.17 + 8.46° 1.40+0.21  45.2 +13.15
SPC 0.25 13.22+2.81° 1.93+ 0.57 49.77 + 6.16
0.30 5.55+ 1.64° 1.38+ 0.13  47.7+ 10.90
0.10 2.14+0.18° 1.2940.030 51.8 + 3.06
EPC 0.25 2.48+0.32° 1.17+ 0.080 52.63+ 5.10
0.30 2.61 +0.032 1.28+ 0.05  49.23 + 0.42

% no representa diferencia significativa entre las medias (p>0,05).
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En la Tabla 3.4 se resumen los resultados de la caracterizacién de los quitosomas
generados con potencial eléctrico positivo para todas las relaciones masicas y ambos
lipidos de acuerdo a los resultados obtenidos por Guo et al., (2003), el caracter
cationico del quitosano dio paso a la interaccibn mediante puentes de hidrogeno del
polisacarido y cada fosfolipido aniénico. La estructura polimérica de quitosano
permite la interaccién de lipidos generando particulas mas estables.

—— SPC 0.10 N(JMERO
— SPC 0.25 NUMERD
—— SPC 0.30 NUMERO

10

DISTRIBUCION DE TAMANO POR NUMERO

L

107 10" 10’ 10° 10°

TAMANO DE PARTICULA (um)

Figura 3.15 Distribucion de tamarfio de particula por niUmero para fosfatidilcolina de soya
(SPC)

54



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 3.15 y 3.16 se representan graficamente la distribucién de tamafio de
particula por numero para fosfatidilcolina de soya

10 —— EPC 0.10 NUMERO
—— EPC 0.25 NUMERO
— EPC 0.30 NUMERO

DISTRIBUCION DE TAMANO POR NUMERO

107 10° 10’ 10° 10°
TAMANO DE PARTICULA (um)

Figura 3.16 Distribucién de tamafio de particula por nimero para fosfatidilcolina de huevo

En la Figura 3.16 se observa la distribucibn de tamafio de particula para
fosfatidilcolina de huevo

En la Figura 3.15 se observa la misma distribucién de tamafio para las relaciones
masicas de 0.10, 0.25 y 0.30 % m/v, sin embargo para la relacion masica de 0.10 y
0.30 se observa una distribucién de tamafio por nimero uniforme es decir una sola

poblacion, caso contrario 0.25 para fosfatidilcolina de soya.
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3.3.4 Determinacién de monocapas de Langmuir

La interaccion molecular entre los lipidos EPC Y SPC fue analizada mediante la
técnica de monocapas de Langmuir, obteniendo el comportamiento fenomenoldgico
mediante el andlisis las isotermas obtenidas para las relaciones masicas de trabajo
establecidas previamente, las isotermas de las monocapas relacionan la presion

ejercida por las moléculas en la superficie del area que ocupan

En la técnica de monocapas de Langmuir se adicionaron a la subfase agua y acido

acético.

En la Figura 3.17 se observan las isotermas de lipido en subfase agua y acido
observando una presion de colapso mayor para la subfase agua sin embargo se
considera que la subfase &acido aumenta la permeabilidad de la membrana

disminuyendo la parte gaseosa de la monocapa, caso contrario para el agua.

De acuerdo a la Figura 3.18 se observa que al aumento de la concentracion de
quitosano aumenta la variacion de la presion con respecto al &rea molecular es decir
la membrana se condensa con el aumento de quitosano para la relacion masica de
0.10 y 0.25, de acuerdo a la presién de colapso se consideran monocapas mas
estables para la relacion masica de 0.10 y 0.25, observando una variacion en la
forma de la curva para la relacion masica de 0.10 por lo que la parte gaseosa es

menor con respecto a las otras relaciones masicas.

56



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

50;
45;
20
35 1
30;
25;
20;

15

PRESION [mN/m]

10

——— SPC- AGUA
——SPC-ACIDO

100 200 300

Area/mol [42]

Figura 3.17. Isotermas de compresién para SPC teniendo como subfase agua y acido

acético
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Figura 3.18 Isotermas de compresion para SPC teniendo como subfase quitosano
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En la Tabla 3.5 se concentran los datos obtenidos de las isotermas analizadas para
cada relacion masica de fosfatidilcolina de soya teniendo como subfase quitosano,

asi como lipido con subfase agua y acido acético.

Observando una variacion mayor en la presion de colapso con respecto al lipido con
subfase agua para el caso de 0.10, 0.25 es decir estas moléculas se consideran mas

estables

Tabla 3.5 Resumen de datos obtenidos de las isotermas para lipido SPC

_ dir dmw  Areamolecular
REL.MAS ol Cambiode ¢-1=-_y-= C-l=_4— o
LIPIDO ) s dA s dA limite [4/
ICA [ m N/m] area
7 =30 n=10 molecula]
SPC-HAC - 47.8222 148.65 63.44 38.76 46.0718
SPC-
- 44,1491 150.61 106.56 49.82 60.3322
Agua
0.10 48.9848 195.71 72.49 41.08 47.3150
SPC 0.25 47.8222 267.07 107.94 49.82 46.0718
0.30 40.8972 202.95 70.61 38.81 68.4496

.o Presion de colapso, C;':: modulo de compresion

El cambio de area es significativamente mayor con respecto a la monocapa es decir
se obtuvieron isotermas mas expandidas para las 3 relaciones masicas de trabajo es
decir esto comprueba la existencia de la interaccién con el quitosano contenido en la
subfase, teniendo una presion de colapso de m = 10 se obtuvieron los valores para
el modulo de compresion en este punto considerado como la fase expandida de las
isotermas esta fase no es completamente desordenada como en un sistema
tridimensional, ya que las moléculas exhiben una orientacion preferencialmente
perpendicular relativa a la superficie aumentando la densidad molecular, para luego
pasar a la fase mas ordenada, liquido condensado, atravesando una region de
coexistencia de fases. Calculando el modulo de compresion con una presion de

colapso de mw =30 a esta presibn un punto comparativo con un sistema
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tridimensional. En la Tabla 3.6 se resumen los datos obtenidos de las isotermas para
cada ensayo, teniendo datos como presion de colapso n.,;, cambio de area, modulo
de compresion C;! para presion de 10 [m N/m] presion a la cual se considera la fase
expandida de cada sistema y para presion 30 [m N/m] punto en el cual obtenemos

una comparacion con un sistema tridimensional y area molecular limite.

Tabla 3.6. Resumen de datos obtenidos de las isotermas para lipido EPC

LIPIDO  REL.MAS o1 Cambio de 1= _Ad_n c1— _Ad_n Area molecular
ICA [ m N/m] area da dA limite [4/
[A?] ™ =30 ™ =10 molecula]
EPC-HACc - 39.2159 163.01 63.44 38.76 82.6577
EPC-
Agua - 50.1979 106.48 106.56 50.59 68.1780
0.10 47.5189 232.06 91.35 47.27 88.9260
EPC 0.25 43.3572 101 87.12 64.48 148.6627
0.30 45.5307 171.87 82.02 48.93 81.1533

Ti.o. Presion de colapso, C;1: modulo de compresion, n: presion

De la Tabla anterior resalta la influencia de quitosano como subfase en la membrana
para EPC-0.30 obteniendo para la fase expandida un comportamiento similar a EPC-
0.10 mostrando para el mismo comportamiento para presién de colapso y éarea
molecular limite, comportamiento contrario al de SPC.

En la Figura 3.19 se observa el comportamiento de EPC con agua y acido como
subfase observando una ascenso o cambio area en 106.48 A? para la subfase agua
y en subfase &acido acético en 163.01 A> mostrando una membrana mas expandida
para la subfase de acido denotando que el acido acético contribuye a una mayor
permeabilidad en la membrana, en la Figura 3.19 se compara el comportamiento de
SPC a relacion masica 0.10, 0.25, 0.30 teniendo como subfase quitosano la forma de
la isoterma no cambia con la diferentes relaciones masicas sin embargo existe una

variacion de las presion de colapso paray en la expansion de las membranas.
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En la Figura 3.20 para el caso de SPC-0.30 es un sistema menos condensado con
. . . d .
respecto a las otras isotermas, existe una tendencia de aumento de d—: es decir la

membrana aumenta su rigidez con el aumento de la concentracidén de quitosano.
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Figura 3.19. Isotermas de compresion para EPC teniendo como subfase quitosano
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Figura 3.20. Isotermas de compresion para EPC teniendo como subfase agua y acido
aceético
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3.3.5 Microscopia electronica de barrido

En las imagenes se presenta la morfologia de las particulas de quitosano, SPC vy
EPC asi como también las particulas formadas en la interaccion, observando

mayores poblaciones de quitosomas en las microfotografias E, F, H, 1.

Figura 3.21 microfotografias obtenidas mediante microscopia electrénica de barrido A:
Quitosano, B: SPC, C: EPC, D: EPC-0.10, E: EPC-0.25, F: EPC-0.30, G: SPC-0.10, H: SPC-
0.25, 1: SPC 0.30
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3.4 Comparar el desempefio de la interaccion de quitosano-Liposoma con &cido

hialurénico-liposoma anidnico.

La interaccion de liposoma con &cido hialuronico se llevo a cabo por diferencial de
carga eléctrica sin embargo al presentar cardcter aniénico no fue posible esta
interaccion para el caso de EPC, fosfolipido objeto de estudio en este trabajo, de
acuerdo al método de produccion de liposomas se obtuvieron tamafios de particula
de lipido marcadamente menores a los obtenidos en este trabajo sin embargo las
nuevas tecnologias estan dirigiéndose hacia la produccion de liposomas mediante el
meétodos inyeccion de etanol dada su simplicidad y bajo costo, a diferencia del
método usado por Martinez-Ramirez (2012) que uso el método convencional de

Bangham teniendo como desventaja el uso de solventes y generacion de residuos.

Los analisis de monocapas de Langmuir demostraron que para la relacion lipido EPC
acido hialuronico la interaccion no se llevé a cabo mostrando presiones de colapso
de interaccion menores a las del lipido es decir no hubo influencia entre ambos
compuestos, sin embargo en los ensayos realizados para EPC quitosano se
demostré la existencia de dicha interaccibn pero no para todas las relaciones

masicas propuestas.

Los ensayos reolégico aqui presentados muestran el comportamiento de una
solucion polimérica interactuando con un liposomas mostrando fuerzas de atraccion
relativamente sensibles ya que a grandes esfuerzos de corte y velocidad de corte
este tiende de deformarse o romperse, lo que se comprende de mejor manera en los
reogramas aqui presentados, las pruebas reoldgicas realizadas con la interaccion
acido hialurénico logrando observar un comportamiento no newtoniano para acido

hialurénico y no mostré deformaciones a mayores velocidades y esfuerzos de corte.
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CONCLUSIONES

La caracterizacién reolégica de quitosano en dispersiones acuosas mostré un
comportamiento no Newtoniano con caracteristicas dilatantes aumentando la
viscosidad con el esfuerzo de corte ajustandose al modelo reoldgico Herchel-Bulkley,
asi como también el aumento de la viscosidad en funcion de la concentracion de

sélidos para las temperaturas de 5y 37° C.

Los analisis reoldgicos realizados a la asociacion liposoma-quitosano mostraron que
las tasas de corte altas involucran niveles de energia mas elevados que pueden
superar las fuerzas inter particulas y, por lo tanto, efectuar la destruccion mas
eficiente de los quitosomas. Cualquier manipulacion de las particulas obtenidas a
esfuerzos y velocidades de corte elevados, puede provocar la destruccion, parcial o
total de los agregados; esto a su vez cambia, de modo irreversible por lo general, la
viscosidad y el esfuerzo de corte inicial.

Con respecto a la caracterizacion reoldgica realizada se determiné que las tasas de
corte altas involucran niveles de energia mas elevados que pueden superar las
fuerzas inter particulas y, por lo tanto, efectuar la destruccién mas eficiente de los
quitosomas. Cualquier manipulacion de las particulas obtenidas a esfuerzos y
velocidades de corte elevados, puede provocar la destruccion, parcial o total de los
agregados; esto a su vez cambia, de modo irreversible por lo general, la viscosidad y

el esfuerzo de fluencia.

Los analisis realizados demostraron que la fabricacion de liposomas mediante el
método inyeccion de etanol produce dispersiones lipidicas estables de acuerdo al
potencial de carga y tamafio hidrodinamicos obtenidos parametros importantes para
la toma de decision en los estudios preliminares para la determinacion de la

concentracion de trabajo para fosfatidilcolina de huevo esta fue 4mM.
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Para el caso de fosfatidilcolina de soya se caracterizd obteniendo tamafios de
particula menores, y potencial eléctrico mayor a +/- 30 mV indicador de que

obtuvimos dispersiones eléctricamente estables.

La realizacion de la interaccién fue llevada a cabo por diferencia de potencial
eléctrico entre quitosano y lipidos, generando particulas de mayor tamafio, se
realizaron a éstos pruebas de potencial eléctrico que mostraron un cambio eléctrico
de particulas anionicos (liposomas) a catidnicos (quitosomas), es decir un potencial

zeta mas positivo, estos cambios son mas substanciales para el caso de EPC.

La caracterizaciéon de tamafio de particula mostré tamafios de particulas menores
para la relacibn méasica de 0.30 para el caso de SPC caso contrario para EPC
mostrando el menor tamafio de particula para la relacion mésica de 0.10.

El comportamiento fenomenoldgico para determinar la influencia con respecto a la
relacion masica propuesta en esta investigacion para las interacciones quitosano-
SPC y quitosano- EPC fue determinado mediante las pruebas de monocapas de
Langmuir estas demostraron la interaccion de quitosano con cada lipido, esto se
observa en la presion de colapso de lipido en comparacién con la presion de colapso
de las asociaciones, asi como también la diferencia de area por molécula para cada
isoterma, la relacion masica 0.25 mostré mejores evidencias de interaccion para el
caso de SPC y para EPC fue 0.10.

La inclusion de liposomas en sistemas biopolimericos como quitosano resulta en un
sistema estable esto viabiliza estudios de transporte de bioactivos como vitaminas,
fitoterapias de caracter hidrofébico. Estos pueden ser encapsulados en las
membranas liposomales y estabilizados en una dispersion polimérica, los resultados
agui presentados pueden contribuir en el desarrollo de nuevas matrices alimenticias

como las nanofibras.
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Al comparar el desempefio de la interaccibn de quitosano-liposoma con acido
hialurénico-liposoma anionico, se tuvo que para la produccion de liposomas por el
método de Bingham utilizado en las pruebas con acido hialurénico se obtuvieron
tamafos de particula considerablemente menores a las pruebas realizadas en esta
investigacion, sin embargo las interacciones con liposomas fueron mayormente
favorecias con el biopolimero quitosano dado el caracter aniénico, esta interaccion
se vio reflejada en los ensayos fenomenoldgicos, demostrando la existencia de dicha

interaccion.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda dar seguimiento a este proyecto de investigacion con otros lipidos,
para observar un comportamiento diferente en el didmetro de particula, mantener el
método inyeccidbn de etanol para la produccién de liposomas dada la facil
implementacion a gran escala en la industria alimenticia, ya que ésta no necesita
baja polidispersidad para su aplicacion, asi como la realizacion de pruebas con

quitosano purificado para obtener tamafios de particulas menores.
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