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DESARROLLO DE ESTRUCTURAS COCLEATO MEDIANTE LA MANIPULACION
DE LA CARGA SUPERFICIAL DE PARTiCL{LAS COLOIDALES CONSTITUIDAS
POR FOSFOLIPIDOS

DEVELOPMENT OF COCHLEATE STRUCTURES BY MANIPULATING THE
SURFACE CHARGE OF COLLOIDAL PARTICLES ESTABLISHED BY
PHOSPHOLIPIDS

Morales-Celaya, M. F; Lobato-Calleros, C; Vernon-Carter, J; Espinosa-Solares, T.

Resumen

El objetivo de este trabajo fue estable-
cer las condiciones de formacion de
estructuras cocleato a partir de vesicu-
las liposomales; estas Ultimas com-
puestas de fosfolipidos contenidos en
lecitina de soya comercial. Determi-
naciones calorimétricas, reoldgicas y de
potencial ¢ de la suspension de vesi-
culas liposomales se realizaron con el
fin de establecer las condiciones para
gue estas se conviertan en estructuras
cocleato. Un valor de pH de 7.5, tempe-
ratura de 37 °C y 0,11 ml de 0,1 M de
disolucién de cloruro de calcio por 50
mg de fosfolipidos en disolucion buffer
de Tris-NaCl produjeron estructuras
cocleato. Micrografias de microscopia
electronica de transmision mostraron
que las estructuras cocleato obtenidas
tenian un diametro transversal medio
de 72.8 £ 12.5 nm y exhibieron forma
cilindrica en espiral. Las estructuras
cocleato desarrolladas pueden ser
usadas como agentes de proteccion y
transporte de nutracéuticos en alimen-
tos.

Palabras clave: Vesicula liposomal,
cocleato, potencial C.

Abstract

The aim of this work was to establish
the forming conditions of cochleate
structures from liposomal vesicles;
these latter are made up of phospholi-
pids contained in commercial soy leci-
thin. Calorimetric, rheological, and (
potential determinations of the lipo-
somal vesicles suspension were
performed in order to establish the
conditions to enable them to become
cochleate structures. A pH value of 7.5,
temperature of 37 °C and 0.11 mL of
0.1 M calcium chloride solution for 50
mg of phospholipids in dissolution of
Tris-NaCl buffer produced cochleate
structures. Transmission electron mi-
crographs evidenced that the cochleate
structures obtained had a transverse
mean diameter of 72.8 £ 12.5 nm, and
exhibited spiral cylindrical shape.
Cochleate structures developed could
be used as protecting and carrying
agents of nutraceutics in foods.

Keywords: Liposomal vesicle,
cochleate, ¢ potential.
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1.0 INTRODUCCION
Diversas investigaciones han demostrado que un gran numero de compuestos
naturales exhiben efectos benéficos sobre la salud de los seres humanos. Sin
embargo, muchos de estos compuestos son bioloégicamente inestables, exhiben
baja solubilidad en agua y soOlo un numero reducido de sus moléculas
conservan su funcionalidad cuando alcanzan sus sitios de accion (Liolios et al.,
2009). El desarrollo cientifico y tecnolégico tendiente a aumentar la efectividad
de estos compuestos, ha conducido al disefio de bioempaques novedosos,
tales que les proporcionen una barrera protectora ante condiciones adversas y
permitan su liberacién controlada en sitios especificos (Taylor et al., 2005;
Villafuerte et al., 2008; Carlucci et al., 2004). En este sentido, los sistemas
coloidales son sistemas dispersos que han experimentado un rapido desarrollo
cientifico y tecnoldgico, con el fin de que contribuyan significativamente al
suministro de sustancias activas de manera controlada y localizada (Villafuerte
et al.,, 2008). Entre los métodos propuestos para la elaboracién de estos
sistemas, destacan aquellos de nanoencapsulacién. La tecnologia de
nanoencapsulaciéon de compuestos bioactivos permite reducir su reactividad
con el ambiente externo, facilita su manipulaciébn, enmascara sabores
desagradables, favorece una distribucién uniforme del compuesto en el
producto final y contribuye a su liberacién prolongada en el sitio de accién

especifico (Liolios et al., 2009; Were et al., 2003).



La manipulacion y reestructuracion de estructuras a nivel atdbmico o molecular
conduce a una reduccion en su tamafio y con ello a la generacién de nuevas
funcionalidades; estas ultimas a su vez brindan cambios en sus propiedades y
proporcionan soluciones radicalmente nuevas a nivel de innovacion de
productos y desarrollo de nuevas oportunidades de mercado (Luykx et al.,
2008; Omayma y Youssef, 2008; Chen et al.,, 2006). Tal es el caso de las
moléculas amfifilicas como los fosfolipidos, que al disolverse en disolventes
polares como el agua, se autoasocian en diversas estructuras moleculares con
diversas propiedades funcionales, como la solubilizacion de farmacos y
nutrimentos y la encapsulacion de compuestos bioactivos (Hafez y Cullis, 2001;
Tseng et al., 2007; Nieh et al., 2008). Una de las estructuras formadas por los
fosfolipidos es la de los liposomas; estructuras formadas por la asociacion de
las moléculas de los fosfolipidos en bicapas, con capacidad de entrampar tanto
moléculas de caracter lipofilico como hidrofilico (Taylor et al., 2005; Nieh et al.,
2008. Cuando a los liposomas se les induce deshidratacion mediante la accién
de cationes divalentes, se transforman en estructuras planas, y por interaccion
de los cationes con el grupo polar del fosfolipido se originan estructuras
cilindricas multicapa de tamafio micrométrico o nanométrico, llamadas
cocleatos, que en su interior son capaces de almacenar una amplia gama de
sustancias; entre ellas, compuestos bioactivos (Papahadjopoulos et al., 1975;
Zarif, 2002; Syed et al., 2008). En adicién, los compuestos bioactivos
contenidos en las estructuras de cocleatos, son protegidos contra factores
como humedad, oxigeno, luz, enzimas y altas temperaturas de proceso, entre

otros (Zarif y Mannino, 2000). Las escasas investigaciones que se han

2



realizado sobre los cocleatos, han sido enfocadas principalmente al estudio de
la liberacion controlada de principios farmacéuticos (Dwivedi et al., 2009;
Santangelo et al., 2000) y no a su aplicacion en el encapsulamiento de
compuestos bioactivos para su posterior incorporacion en alimentos. Resulta
interesante entonces, investigar la formulacion y condiciones de elaboracion de
estructuras de cocleatos a travées de la manipulacién de la carga superficial de
las particulas coloidales, de tal forma que se obtengan estructuras que puedan
tener aplicacion en la industria alimentaria e impacten positivamente la salud de
los consumidores. Dado el alto costo de los fosfolipidos de alta pureza, en esta
investigacién se propuso el uso de fuentes naturales de fosfolipidos, como la

lecitina de soya.



2.0 REVISION DE LITERATURA
2.1 Nanotecnologia y nanoparticulas

La nanotecnologia comprende el estudio, disefio, creacion, sintesis,
manipulacion y aplicacion de materiales, aparatos y sistemas funcionales a
través del control de la materia y la explotacion de fenédmenos y propiedades de
la misma a nano escala (Luykx et al., 2008).

Las nanoparticulas son definidas como entidades discretas con una dimension
menor a 100 nm. (Luykx et al., 2008), y pueden consistir de un centro
compuesto de una o mas sustancias rodeadas por una barrera. Varios tipos de
nanoparticulas estan basados en lipidos, proteinas, polisacaridos, redes
poliméricas o combinacion de estos compuestos (Langer y Peppas, 2003).

La reduccion del tamafio de particula en un sistema de liberacién incrementa la
fuerza de adhesividad y tiempo de transito gastrointestinal, conduciendo a una
mas alta biodisponibilidad de los ingredientes activos (Luykx et al., 2008),
debido a que facilmente pueden entrar a la mayoria de las células sin activar
ninguna respuesta inmunitaria e interaccionar con los materiales biolégicos de
una manera directa, eficiente y precisa (Omayma y Youssef, 2008).

La nanotecnologia mejora la calidad de vida del ser humano, crea trabajo,
promueve el crecimiento econdmico y mejora la seguridad de nuestra sociedad
a través del desarrollo de la ciencia, tecnologia, industria y economia (Moraru

et al., 2003; Baeumner, 2004; Chen et al., 2006).



2.2 Encapsulacion

La encapsulacion es un proceso mediante el cual ciertas sustancias bioactivas,
sabores, vitaminas, aceites esenciales o sustancias de bajo peso molecular o
en pequefas cantidades son introducidas en una matriz o sistema pared, con el
objetivo de impedir su pérdida, mejorar su estabilidad quimica, enmascarar
sabores y olores indeseables, mejorar su dispersabilidad en una matriz
alimenticia, evitar su degradacion gastrica e incrementar su biodisponibilidad
impidiendo su contacto con el oxigeno, agua y luz (Palzer, 2009; Yarfiez et al.,
2002; Liolios et al., 2009).

Las capsulas obtenidas, ademas fungen como un soporte capaz de liberar
gradualmente el compuesto encapsulado a células y tejidos especificos, lo que
permite obtener alimentos con mejores caracteristicas sensoriales,
nutricionales y de valor agregado (Ayala-Zavala et al., 2007; Palzer, 2009;

Yafez et al., 2002; Luykx et al., 2008).
2.2.1 Métodos de encapsulacién

Diversos métodos han sido propuestos para la produccion de capsulas. En
general, estos métodos pueden ser divididos en tres grupos:
e Procesos fisicos: secado por aspersion, extrusion y recubrimiento por
aspersion.
e Procesos fisicoquimicos: coacervacion simple o compleja vy
entrampamiento en liposomas.

e Procesos quimicos: polimerizacion interfacial e inclusién molecular.



Para que un sistema de encapsulacion sea eficiente debe desempefar las
siguientes funciones:
e Servir como vehiculos de transporte de compuestos bioactivos o
funcionales al sitio de accion.
e Proteger al compuesto funcional de la degradacion quimica y bioldgica
para asi mantener su funcionalidad.
e Ser capaz de controlar la tasa de liberacion en un ambiente especifico.
e Ser compatible con los otros ingredientes del sistema.
(Omayma y Youssef, 2008).
La seleccion del proceso de encapsulacion para una aplicacién considera el
tamafio medio de la particula requerida y las propiedades fisicoquimicas del
agente encapsulante y la sustancia a encapsular, las aplicaciones para el
material encapsulado, el mecanismo de liberacion deseado y el costo.
En el caso de sabores y aromas, varios métodos han sido desarrollados para
encapsularlos y utilizarlos en la industria de los alimentos; el secado por
aspersion es el mas utilizado (Ré, 1998; Yafiez et al., 2002).
Los sistemas de encapsulacion basados en lipidos incluyen la ventaja de
utilizar materiales de origen natural y la habilidad de entrampar compuestos
con diferente solubilidad. Los principales sistemas de encapsulacién basados
en lipidos son los liposomas, cocleatos y arqueosomas (Luykx et al., 2008;

Bummer, 2004; Monzafari et al., 2006).



2.3 Lecitina de soya

Lecitina es el nombre comercial dado a la mezcla de fosfolipidos con actividad
superficial encontrados en la membrana celular de plantas y animales
(Pomeranz, 1991). EI componente principal de la lecitina es la fosfatidilcolina
(fosfolipido de caracter neutro), en tanto que los componentes secundarios son
la fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina y acido fosfatidico (fosfolipidos de carga
negativa) (De Luna, 2007). La longitud de la cadena de &cidos grasos en los
distintos fosfolipidos es variable, es posible encontrar acido estéarico, oleico,
palmitico, etc. (Oke et al., 2010).

Reportes médicos indican que la lecitina tiene propiedades terapéuticas,
principalmente para enfermedades del sistema nervioso, cardiovascular y de
organos que almacenan y transportan grasa en el cuerpo (De Luna, 2007; Zarif
et al., 2000).

La lecitina es usada extensamente en la industria de los alimentos como
emulsificante, lubricante, reductor de viscosidad y como agente de liberaciéon
(Rossi, 2007). Pequefias cantidades de lecitina son necesarias en los alimentos
(0.1-2%), razon por la que su color, olor y sabor no son detectados
normalmente en los alimentos (Schneider y Virmani, 2001).

Las fuentes comerciales de lecitina pueden ser de origen vegetal, tales como la
soya, el girasol y la colza, o de origen animal como el huevo, la leche y los

tejidos cerebrales (Oke et al., 2010).



2.4 Polimorfismo de fosfolipidos

Los fosfolipidos son moléculas amfifilicas que poseen tanto propiedades
hidrofébicas como hidrofilicas. Una molécula tipica de fosfolipido consiste de
dos cadenas hidrocarbonadas solubles en compuestos no polares y una
cabeza polar soluble en disolventes polares (generalmente agua). La region
hidrofébica esta compuesta por dos acidos grasos unidos al glicerol. La porcion
hidrofilica puede ser un grupo -OH, -NH3 y un grupo -PO4 (Pomeranz, 1991).
Las moléculas amfifiicas como los fosfolipidos, no estan distribuidas
aleatoriamente en disolucion acuosa, éstas se orientan especificamente acorde
a la naturaleza y a la polaridad de las moléculas y de la interfase (Sthal, 1996).

Cuando una cantidad suficiente de surfactante (fosfolipido) es disuelta en un
disolvente polar, varias de las propiedades de la disolucion cambian
significativamente; particularmente la tensién superficial y la habilidad de la
disolucién para solubilizar cadenas hidrocarbonadas (Sthal, 1996).

Los fosfolipidos no pueden adoptar facilmente la estructura micelar clasica de
las moléculas amfifilicas, debido a que su estructura molecular incluye dos
cadenas hidrocarbonadas muy voluminosas (Dwivedi et al., 2009). Estas
cadenas se orientan unas a otras formando una doble capa aislada del medio
acuoso por las cabezas polares. Este tipo de estructura plana no es estable, y
se pliega sobre si misma para formar estructuras cerradas mas estables
esféricas u ovales; denominadas liposomas, (Gonzalez-Pérez, 2004). Los
cambios descritos no ocurren mientras no se alcance una concentracion
minima de fosfolipidos, llamada concentracion micelar critica (CMC). A bajas

concentraciones, inferiores a la CMC, los fosfolipidos existen como
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monomeros; conforme se aumenta su concentracion, los fosfolipidos forman
dimeros, tetrameros, o grandes estructuras llamadas micelas cuando su
concentracion es la micelar critica. Cuando la concentracion de fosfolipidos,
compuestos amfifilicos, en una disolucion rebasa la CMC, sus moléculas se
asocian a través de interacciones inter e intramoleculares, dando lugar a
distintas fases en equilibrio termodinamico. Estas ultimas, se caracterizan como
agregados estructurales solubles, como las micelas (Carlucci et al., 2004;
Sagalowicz et al., 2006; Sthal, 1996), y son las estructuras primarias a partir de
las cuales siguen formandose varias mesofases y finalmente cristales. En
algunos casos, la transformacion de micela a vesicula ha sido observada como
parte de esta secuencia de fases (Svenson, 2004).

Las distintas mesofases formadas por encima de la CMC, también dependen
de la geometria de las moléculas implicadas (Fig. 1). Los lipidos con gran area
polar y pequefia area de cadena hidrocarbonada tienen una geometria tipo
cono, se autoasocian en micelas y se dice que exhiben curvatura de membrana
positiva. Los lipidos con geometria cilindrica, tienen igual area polar y no polar,
éstos se asocian en estructuras bicapa. Por su parte, los lipidos con pequefia
area polar adoptan fases invertidas, como la hexagonal invertida y la cubica, y

exhiben curvatura de membrana negativa (Hafez y Cullis, 2001).



Hidratacion

—
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Figura 1. Geometria molecular de fosfolipidos y su posible estructura de
autoasociacion.

Fuente: Hafez y Cullis, 2001.

La mayoria de los lipidos derivados de las membranas biolégicas tienden a
formar bicapas en fase acuosa. Estas bicapas (fase lamelar) se sellan en
vesiculas denominadas liposomas (Lanio et al., 2009; Nieh et al., 2008). Los
fosfolipidos exhiben predominantemente fase lamelar, debido a la presencia de
dos cadenas hidrocarbonadas mayores a 12 carbones (Dwivedi et al., 2009). A
baja temperatura, los fosfolipidos existen en fase cristalina lamelar (L¢); con
incrementos de temperatura, la fase L. se transforma a una fase gel lamelar
(Lg) y ésta a su vez, en una fase fluida lamelar (L) a temperatura de transicion,
en la que las cadenas acilicas funden y se encuentran en movimiento (Dwivedi

et al., 2009).
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Los lipidos tienen una transicion de fase a una temperatura caracteristica. Por
debajo de esta temperatura las cadenas lipidicas se disponen en forma
ordenada o cristalina. Por encima de esta temperatura las cadenas son fluidas

(Gomez-Fernandez, 1978).

2.5 Liposomas

La palabra liposoma se forma a partir de las raices griegas “lipo” grasa y
“soma” estructura (Gonzalez-Pérez, 2004). De esta manera, los liposomas o
vesiculas son estructuras coloidales polimoleculares aproximadamente
esféricas, con una fase acuosa interna rodeada por una (unilamelar) o mas
bicapas (multilamelar). Los liposomas (Fig. 2) se forman en disolucién acuosa
por autoasociacion de moléculas de fosfolipidos, donde los grupos polares de
las moléculas en cada bicapa estan expuestos al medio acuoso y las cadenas
no polares forman la parte interna de la bicapa (Takahashi et al., 2007; Lanio et
al., 2009; Chen et al., 2006; Miclea et al., 2007). Es asi como los liposomas
tienen la habilidad de entrampar moléculas hidrofilicas y lipofilicas, ofreciendo
la posibilidad de uso en ciencias médicas y farmacéuticas (Nieh et al., 2008).

El tamafio y la morfologia de los liposomas varian dependiendo de las
propiedades moleculares de los lipidos usados y de la técnica aplicada para
producirlos. La clasificacion de los liposomas con base en su morfologia es:
vesiculas grandes unilamelares con tamafio superior a 0.6 um, pequefias
vesiculas unilamelares con un intervalo de tamafio de 0.02 a 0.2 ym vy
vesiculas multilamelares con distribucion de tamafio de 0.1 a 5 ym (Stahl,

1996). Los procedimientos mas comunes para la preparacion de liposomas,
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involucran el secado del lipido disuelto en un disolvente organico (Ej.
cloroformo) por evaporacion al vacio y su subsecuente hidratacion. Otro
método usado es el de inversion de fase, en el cual, una solucion acuosa es
inyectada a gran presion a una fase orgénica conteniendo los lipidos (Hope et

al., 1986).

(A) (8)

Figura 2. Estructuras liposomales A) multilamelar y B) unilamelar.

Fuente: www.encapsula.com

Los liposomas han sido utilizados por los investigadores en estudios de
procesos fisiolégicos como modelo de membranas bioldgicas, tanto eucariotas
como procariotas (Taylor et al., 2005).

La adicion de moléculas cargadas positivamente a liposomas anidnicos puede
resultar en una asociacion debida a interacciones electrostaticas atractivas, en
tanto que la adicién a liposomas neutrales puede resultar en una asociacion

debida a interacciones hidrofdbicas.

2.6 Cocleatos: composicion, estructuray propiedades
Los cocleatos son microestructuras cristalinas hechas por fusion de lipidos

anionicos (fosfolipidos) en presencia de cationes divalentes como Ca*" y Mg**
12
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(Fig. 3); estas microestructuras existen como hojas de lipidos sélidos de doble
capa enrollados en configuracién de espiral con poco o nulo espacio acuoso

interno (Dwivedi et al., 2009; Zarif, 2002).

A
gzzzngfgzzzgf’"f?&fzxy,,
Bicapa de d g 3}

&ﬁs i ‘&g / |
fosfolipidos ¢ fg{{?f{{‘gf f 7 f% ‘
A

mw
(PR
AR
ot
( e
M.\“Mm

ol

St

lones Ca —

P

AR
e
«~.

i
T zzzzzs‘;;;:f;m,, \

zmi.‘m;f;{«

Cocleato

Fosfatidilserina

Figura 3. Esquema de la estructura molecular de un cilindro cocleato.

Fuente: www.biodeliverysciences.com

La sintesis de la estructura cocleato se sitia como un intermediario durante la
formacién de vesiculas unilamelares grandes (Papahadjopoulos et al., 1975).
Cationes divalentes como el calcio, son de importancia en la promocion de la
fusién de vesiculas de fosfolipidos debido a su posible relaciéon en funciones
celulares como la exocitosis (Leung y Ho, 1991). La desestabilizacion de
vesiculas por Mg? o Ca*" es probablemente debida al hecho de que los
cationes se enlazan a las moléculas de fosfolipidos cargados negativamente,
ubicados en la superficie de las vesiculas; introduciendo asi cambios
espaciales, los cuales resultan en una condensacion estructural y cristalizacion
de los lipidos. Este proceso desestabiliza el ordenamiento molecular inicial en
la bicapa por la formacion de complejos ion-lipido (Hammoudah et al., 1979).

La adicion de Ca?* a vesiculas sonicadas de fofafatidilserina en buffer de NaCl
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resulta en la fusion de las vesiculas causando la formacion de discos bicapa,
seguida por la fusibn de estos discos en hojas planares (Ramani y
Balasubramanian, 2003). La deshidratacion de los grupos polares de los
fosfolipidos es conocido por ser un proceso vital en iniciar a cerrar la bicapas
proximas (Yager et al., 1985), las cuales eventualmente se enrollan alrededor
de un punto inicial de pliegue para formar estructuras cilindricas anhidras (Zarif
et al., 2000; Ramani y Balasubramanian, 2003).

Los cationes divalentes mantienen la estructura del cocleato en su forma
enrollada, enlazando cada una de las capas sucesivas del lipido aniénico a
través de interaccion idnica. Una de las dos cargas positivas del catidn
interactia con una de las cargas negativas en el grupo polar de una bicapa
lipidica y la otra carga con la bicapa opuesta (Dwivedi et al., 2009). EIl catién
divalente utilizado en el enlace de las capas lipidicas induce a la deshidratacion
de los dominios intercapa, por lo que la cantidad de agua en esta region es
baja, y por lo tanto pequefias moléculas hidrofébicas o amfifilicas son
compatibles para el enlace entre capas del lipido cargado negativamente (Zarif,
2003).

Dado que la totalidad de una estructura cocleato es una serie de capas solidas
y es posible el uso de pequefias moléculas como agentes enlazantes de los
dominios bicapa, los cocleatos pueden ser utilizados como vehiculos para la
encapsulacion y liberacion de moléculas bioactivas, materiales de poca
solubilidad en agua, proteinas, péptidos y farmacos (Moraru et al., 2003; Syed

et al., 2008).
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La molécula asociada en el interior del cocleato permanece intacta, pues éste
le provee proteccién, aun cuando las capas externas del cocleato puedan estar
expuestas a condiciones adversas como enzimas y pH &cido (Gould-Fogerite et
al., 1998; Moraru et al., 2003). Ademas, el cocleato es impermeable al agua y
oxigeno, incrementando asi la estabilidad de la molécula asociada (Zarif y
Mannino, 2000). Mannino et al. (2005) mencionan que otros beneficios de los
cocleatos son: su capacidad para cubrir el sabor y el olor desagradable de
algunas moléculas, soportan altas temperaturas, altas presiones y humedades
atmosféricas, ademas de poder ser agregados a alimentos en forma
cristalizada o en emulsién, sin afectar la integridad de la estructura, sustancia
activa o proceso de liberacion de la molécula asociada.

Se ha encontrado aplicacién de los cocleatos en la liberacion de farmacos,

proteinas, antibidticos y vacunas (Dwivedi et al., 2009; Santangelo et al., 2000).

2.6.1 Mecanismo de liberacion

Los cocleatos liberan su contenido directamente en las células a través de la
fusidbn de la capa externa del cocleato con la membrana celular (Zarif y
Mannino, 2000). El calcio contenido en la estructura del cocleato induce
perturbaciones en la membrana celular, de la misma manera en que éste esta
involucrado en diversos procesos de fusion de la membrana. Por lo tanto los
cocleatos pueden ser visualizados como intermediarios de la fusion de la
membrana (Fig. 4); esta fusion da lugar a la entrega de una pequeia cantidad
del material encapsulado al citoplasma de la célula (Zarif y Mannino, 2000;

Syed et al., 2008; Leung y Ho, 1991). La perturbacion inducida por el calcio en
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la membrana celular, provoca un reordenamiento de ésta causando un evento
de fusion entre la capa externa del cocleato y la membrana celular. En este
evento de fusion, se libera una pequefia cantidad de la molécula asociada al
cocleato en el citoplasma de la célula, por lo tanto el cocleato podria estar libre
y disponible para otro evento de fusion con la misma u otra célula (Zarif et al.,
2000). Sin embargo, altas concentraciones de calcio inhiben la formacion de
cilindros cocleato debido a la separacion espacial de carga con el fosfolipido
(Verkleij et al., 1974), al igual que la presencia de impurezas en el lipido (Yager

et al., 1985).

Figura 4. Representacion del proceso de fusion de la estructura cocleato
con la membrana celular.

Fuente: Syed et al., 2008.

2.7 Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica de analisis térmico
empleada en la medicion de temperaturas y flujos de calor asociados con
transiciones de fases de la materia, como cristalizacién, fusion y evaporacion, o
con reacciones quimicas como hidrélisis y oxidacion, como una funcién del
tiempo y de la temperatura. (Jiménez-Marquez y Beltrdn-Maza, 2003).

Mediante esta técnica se mide la capacidad calorifica relativa de un sistema
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determinado cuando sufre una transicién inducida por un cambio térmico
(Beldarrain, 2001).

Las mediciones en el andlisis térmico son llevadas a cabo con el propésito de
cuantificar los cambios fisicos y quimicos que toman lugar como resultado de
las reacciones térmicas inducidas en la muestra. Las reacciones normalmente
esperadas durante un analisis térmico pueden ser endotérmicas (fusion,
ebullicién, sublimacion, vaporizacién, etc.) o exotérmicas (cristalizacion,

descomposicion oxidativa, etc.). (Tseng et al., 2007).

2.7.1 Transiciones térmicas en fosfolipidos

A baja temperatura, los fosfolipidos existen como una fase lamelar cristalina
(Lc) con un ajustado empaquetamiento de las cadenas hidrocarbonadas, similar
al mostrado por los cristales de lipidos anhidros. Con incrementos de
temperatura, a temperatura de sub-transicion, la fase L. se transforma en una
fase lamelar gel (Lg); mientras que a temperatura de transicion se transforma
en una fase lamelar fluida (Ly) en donde las cadenas lipidicas funden (Dwivedi
et al., 2009). En tanto que los fosfolipidos en los liposomas estan finamente
empaquetados por fuerzas de van der Waals una vez que alcanzan la
temperatura de transicion de fase funden “cooperativamente”, resultando un
estado liquido-cristalino, en donde los fosfolipidos estan “libres” debido a la
debilidad de las fuerzas de van der Waals entre las cadenas de lipidos, a las
débiles interacciones de los grupos polares de los fosfolipidos y a la expansion
lateral de las cadenas hidrocarbonadas (Ohline et al., 2001). Por tanto, un

liposoma puede existir en un estado ordenado tipo cristalino o bien en un
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estado desordenado tipo gel, dependiendo de la temperatura (Tseng et al.,

2007).

2.7.2 Calorimetro diferencial de barrido

Un equipo DSC mide la cantidad de energia requerida para mantener a la
misma temperatura una celda con muestra y una de referencia cuando se
incrementa la temperatura de todo el sistema a tasa constante. La energia
extra requerida para calentar la muestra es aplicada a la celda con muestra por
el dispositivo auxiliar, de tal forma que se mantenga una diferencia de
temperatura de aproximadamente cero entre las dos celdas (Biltonen y
Lichtenberg, 1993). La potencia calorifica adicional que proporciona el sistema
de control del equipo es proporcional a la diferencia de capacidades calorificas
entre las dos celdas y sus contenidos (Beldarrain, 2001). La calorimetria
diferencial no provee informacién directa acerca del estado estructural de un
lipido, pero si proporciona informacion atil respecto a la naturaleza
termodindmica y cambios energéticos que estan asociados con las

transformaciones del lipido de un estado a otro (Biltonen y Lichtenberg, 1993).
2.8 Reologia

El término reologia fue sugerido en 1929 por Eugene Cook Bingham para
definir la rama de la Fisica que tiene por objeto el conocimiento de la
deformacion o flujo de la materia. Se denomina reologia a la ciencia que
estudia y formula las leyes del comportamiento mecanico de diversos
materiales, y se basa en la respuesta fisica de estos ultimos bajo la aplicacion

de esfuerzos y deformaciones (Muller, 1973; Lewis, 1987; Steffe, 1996). La
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reologia estudia la relacién entre las fuerzas ejercidas sobre un material y la
deformacion resultante como una funcion del tiempo (Rosenthal, 2001).

Las propiedades reologicas de los materiales son determinadas con varios
propésitos: conocimiento de su estructura, control de procesos, elaboracion,
disefio y formulacidon de productos, disefio de maquinaria, disefio de
operaciones unitarias y control de calidad, entre otros (Muller, 1973; Partal et

al., 2001).
2.8.1 Propiedades reoldgicas

Se dice que un sdlido es ideal cuando después de haber sido deformado al
aplicarle una fuerza externa recupera su forma al desaparecer el esfuerzo. Por
el contrario, un fluido ideal se deforma irreversiblemente y fluye cuando es
sometido a un esfuerzo (Muller, 1973). Muchos materiales incluyen en su
composicién una matriz solida y una fase liquida. Estos materiales presentan
un comportamiento reolégico que combina caracteristicas propias de los
sélidos y de los liquidos, y se denominan viscoelasticos (Fizman et al., 1983).

Entre los parametros reoldgicos destacan el médulo de almacenamiento (G’),
que representa el caracter elastico del producto y el médulo de pérdida (G”),
que representa su caracter viscoso. El médulo elastico (G’) es una medida
indirecta de la dureza del material, refleja la habilidad de un material para
almacenar energia mientras mantiene su integridad estructural. Por su parte, el
modulo viscoso (G”) representa la habilidad de un material para disipar energia

mecanica convirtiéndola en calor a través de movimiento molecular.
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G’y G” pueden ser calculados a partir de la resistencia exhibida por el material
ante la aplicacion de un esfuerzo. Si G>G”, el material exhibe un
comportamiento de un semisélido; esto es, tendra mas caracteristica elastica
que viscosa; por el contrario, si G’>G’, el material se comporta como un
semiliquido; la energia usada en la deformacién del material es disipada por el
flujo y el comportamiento de dicho material se dice que es esencialmente
viscoso (Ramos e Ibartz, 2006; Rao, 1986). El factor de cedencia tan s (G”/G’),
revela la proporcion del comportamiento viscoso al elastico de un material ante
la deformacién. Un valor de tan 6 de 0, corresponde un comportamiento
elastico; en contraste, un valor de tan 6 > 0, corresponde a una respuesta
viscoelastica (Tabilo-Munizaga y Barbosa-Canovas, 2005).

En general las propiedades viscoelasticas de los materiales dependen de la
temperatura y de la frecuencia de deformacion; por lo tanto, las propiedades
viscoelasticas son comunmente determinadas como una funcion de la
temperatura a una frecuencia dada o viceversa. Sin embargo, el arreglo y la
orientacion de las particulas que conforman el material juegan un papel
importante en el comportamiento reoldgico (Rodriguez-Abreu et al., 2005).
Puesto que una transicion térmica esta generalmente asociada a una transicion
estructural microscépica en los cristales liquidos liotrépicos, donde algunas
simetrias del sistema cambian en funcion de la temperatura, la reologia puede
reflejar las transiciones de fase en un sistema dado (Hu et al., 1998; Rodriguez-

Abreu et al., 2005; Svenson, 2004).
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2.9 Potencial ¢

El potencial Zeta (€) es una medida de la magnitud de la repulsién o atraccion
entre particulas, por lo que su medicién es una herramienta importante para el
conocimiento sobre los mecanismos de dispersién y atraccion de particulas
coloidales, tales como los liposomas (Takahashi et al., 2007). Los coloides
tienen un tamafo intermedio entre las particulas de una disolucion verdadera y
las particulas de una suspension. Por su tamafo microscépico, las fuerzas de
unidén entre la superficie del coloide y el liquido dispersante son las que
determinan su comportamiento. Uno de los mayores efectos de la superficie de
las particulas coloidales son los fendmenos electrocinéticos. Cada coloide tiene
una carga eléctrica que suele ser de naturaleza negativa. Estas cargas
producen fuerzas de repulsidbn electrostatica entre particulas coloidales
adyacentes. Si la carga es suficientemente elevada, las particulas coloidales
permanecen discretas, dispersas y en suspension. El potencial { se relaciona
con la carga superficial de una particula coloidal, depende directamente de su
composicién quimica (Taylor et al., 2007) e influye sobre sus propiedades, tales
como estabilidad, interaccion con electrolitos, comportamiento mecanico
(Villafuerte et al.,, 2008) y capacidad de interaccién (encapsulacién) con
distintos compuestos activos (Malisiova et al., 2004).

Para visualizar la atmosfera ionica en la proximidad del coloide cargado y
explicar como actuan las fuerzas eléctricas de repulsion, se usa el modelo de la
doble capa (Fig. 5). La carga eléctrica negativa superficial del coloide, ejerce

atraccion hacia algunos iones positivos en disolucion, formando estos iones,
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denominados como contraiones, una capa adyacente, alrededor de la
superficie del coloide; esta capa de contra-iones es conocida como la capa de
Stern. Otros iones positivos adicionales son todavia atraidos por el coloide
negativo, pero éstos son rechazados por la capa de Stern, asi como por otros
iones positivos que intentan acercarse al coloide. Este equilibrio dinamico
resulta en la formacion de una capa difusa de contra-iones. La concentracidon
de contra-iones es muy elevada cerca de la superficie de la particula coloidal y
disminuye gradualmente con la distancia, hasta que se logra un equilibrio con
la concentracion de los contra-iones en el seno de la disolucion. Los contra-
iones de la capa de Stern y de la capa difusa forman la llamada doble capa
eléctrica (EDL). El espesor de esta doble capa depende del tipo y de la
concentracion de los iones de la solucién. El coloide negativo y su atmdsfera
cargada positivamente producen un potencial eléctrico relativo a la disolucion.
Este potencial presenta un valor maximo en la superficie y disminuye
gradualmente con la distancia, aproximandose a cero fuera de la capa difusa.
La caida del potencial y la distancia desde el coloide es un indicador de la
fuerza repulsiva entre los coloides en funcion de la distancia a las cuales estas
fuerzas entran en juego. Un punto de particular interés es el potencial donde se
unen la capa difusa y la de Stern. Este potencial es conocido como el potencial
C y es una medida de la estabilidad de una particula e indica el potencial que se
requiere para penetrar la capa de iones circundante en la particula para
desestabilizarla. Por lo tanto, el potencial { es la potencia electrostatica que

existe entre la separacion de las capas que rodean a la particula.
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Figura 5. Modelo de distribucion de potencial eléctrico en laregion de la
doble capa en un coloide.

Los liposomas son estabilizados por la cooperacién de numerosas fuerzas,
entre ellas de van der Waals y electrostaticas (Martinez-Montafio et al., 2007).
La teoria DVLO (por Derjaguin, Landau, Verwey y Overwey), considera que la
energia potencial entre particulas estd asociada a las fuerzas de van der Waals
y electrostaticas de las moléculas individuales de cada coloide, las cuales
dependen de la fuerza i6nica y del pH del medio (Cerpa-Naranjo et al., 2000).
Por lo tanto, para el propdsito de estabilizacién de suspensiones coloidales se
pueden utilizar varios métodos, tales como cambios en la atmdsfera i6nica y en
el valor de pH, o agregando compuestos activos para afectar directamente la
carga del coloide; es decir, mediante la disociacion de grupos funcionales o la

adsorcion de iones del medio (Mari y Jiménez-Torres, 1999). El potencial { de
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una particula se mueve a positivo a bajo pH, a 0 en el punto isoeléctrico y

negativo a alto pH (McClements, 2004).

2.10 Microscopia Electronica de Transmision

El microscopio electronico de transmision (TEM) opera bajo los mismos
principios que el microscopio 6ptico. La unica diferencia radica en que utiliza
electrones en lugar de luz. EI TEM utiliza electrones con longitud de onda muy
pequefia como "fuente de luz", lo cual hace posible obtener una resolucion mil
veces mejor que con un microscopio de luz.

El TEM usa lentes electromagnéticas para enfocar los electrones en un haz
muy fino. El haz de electrones es transmitido a través de la muestra y una
imagen es formada, amplificada y proyectada en una pantalla fluorescente
(Luykx et al.,, 2008). Dependiendo de la densidad del material presente,
algunos de los electrones se dispersan y desaparecen de la vista, por lo que la
estructura de la muestra puede cambiar durante el proceso de preparacion
(Luykx et al., 2008).

El TEM puede ser utilizado para obtener informacién acerca de los ensambles
supramoleculares importantes para el entendimiento de la formacion de

estructuras mas complejas (Hermansson et al., 2000).
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3.0 JUSTIFICACION

En la actualidad, diversas moléculas bioactivas han sido reconocidas como
promotoras de la salud del ser humano; sin embargo, en su mayoria son
bioldgicamente inestables, poco solubles en agua y pobremente distribuidas a
sus sitios de accion en células y tejidos. Ello hace necesario el desarrollo de
bioempaques que confieran proteccion a las moléculas bioactivas contra
factores que causan su degradacién (agua, oxigeno, luz, digestion gastrica,
etc.), preservando asi su funcionalidad. Una alternativa de bioempaques
novedosos la constituyen los cocleatos; estructuras formadas a partir de
fosfolipidos, que permiten encapsular tanto moléculas lipofilicas como
hidrofilicas, y cuyos tamafios pueden regularse desde nandémetros hasta

micrometros.
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4.0 OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Establecer la formulacién y las condiciones de preparacion de estructuras
cocleato a través de la manipulacion de la carga superficial de particulas

coloidales constituidas por fosfolipidos.
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5.0 MATERIALES Y METODOS
5.1 Concentracion micelar critica de fosfolipidos

Para determinar la concentracion de fosfolipidos tal que induzca la formacion de
agregados lipidicos en dispersion acuosa, se prepararon disoluciones de
lecitina de soya (97.61 % de solidos insolubles en acetona, 1.5 % humedad y
1.5 % aceite; Metarin P, Cargill Texturizing Solutions, Decatur IL, EUA) en
concentraciones que variaron de 0 a 20 % (p/p), en intervalos de 0.5%.
Previamente a la preparacién de las disoluciones mencionadas, se determing el
porcentaje de solidos insolubles en acetona, equivalentes al porcentaje de
fosfolipidos presentes en la lecitina. Las disoluciones preparadas se sometieron
a mediciones de absorbancia a 450 nm, en un espectrofotbmetro Spectronic
Genesys 5 (Spectronic Instruments, Rochester, NY, EUA). La concentraciéon
micelar critica (CMC) se determin6 a partir de graficas absorbancia-
concentracion de lecitina de soya, mediantes analisis de regresion lineal, y fue
aguella correspondiente al cambio de pendiente (Hancer et al.,, 2002). Esta

determinacion se realizo por triplicado.
5.2 Potencial §

Con el objetivo de conocer el pH en el cual es posible encontrar una mayor
carga negativa, disoluciones de lecitina de soya al 5 % se ajustaron a distintos
valores de pH, en un intervalo de 5 a 10, con incrementos de 0.5, mediante la

adicién de NaOH 0.1 N y HCI 0.25 N en las cantidades necesarias. Alicuotas de
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3 mL de las disoluciones se colocaron en la celda de cuarzo de un equipo
Nanosizer ZS (Malvern, Instruments, Malvern, Worcestershire, Reino Unido)
estableciendo un indice de refraccion de 1.33. El potencial ¢ fue determinado,
por triplicado, por medicion de la direccion y velocidad de los liposomas en el
campo eléctrico aplicado, a temperatura ambiente (20-22 °C). (Tseng et al.,

2007).
5.3 Temperatura de transicion

Diez miligramos de disolucion de lecitina de soya al 5 % en buffer TRIS-NaCl
[10 mM (HOCH,)3CNH, (Sigma-Aldrich, Inc. St. Louis MO, EUA) 100 mM NacCl
(JT Baker, Mallinckdrod Baker, S. A de C. V. México), pH 7.4)] se colocaron en
una charola de aluminio herméticamente sellada; una charola del mismo
material vacia y sellada se utiliz6 como referencia. La muestra se coloc6 en un
calorimetro diferencial de barrido con sistema de refrigeraciéon (DSC 2010, TA
Instruments, New Castle, DE, EUA) y se sometié a calentamiento usando una
rampa de temperatura de 4 a 90 °C, aplicando una velocidad de calentamiento
de 2 °C/min y un flujo de N, de 50 mL/min, Mediante el software Universal
Analysis (TA Instruments, New Castle, DE, EUA), se determiné la temperatura
de transicién, indicada por un pico endotérmico en el termograma, y el cambio
de entalpia (AH) del calentamiento asociado. Esta Ultima se obtuvo por
integracion del area bajo la curva del pico endotérmico (Tseng et al., 2007;
Aguirre-Mandujano et al., 2009; Chen et al., 1980). Estas determinaciones se

realizaron por triplicado.
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5.4 Preparacion de liposomas

Cinco gramos de lecitina de soya se disolvieron en 95 gramos de disolucién
buffer TRIS-NaCl, dejando reposar durante 12 h en oscuridad y refrigeracion a
4 °C (Ramani y Balasubramanian, 2003); el valor de pH de la disolucion se
ajusté a 7.5 (valor determinado previamente como Optimo). Diez mililitros de
disolucidén de lecitina de soya se sometieron a agitacion magnética a 37 C°
(temperatura superior a la determinada como de transicién) por 30 min
(Malisiova et al., 2004). La suspensién liposomal obtenida en esta etapa, se
llevo a 2 periodos de agitacion ultrasonica de 5 min a 50 % de amplitud
(sonicador de sonda, VCX 130, Vibra Cell, Sonic’'s and Materials Inc.,
Newtown, CT, EUA) (Tseng et al., 2007; Mishra y Singhal, 1990; Chen et al.,
1980). Los liposomas se prepararon por triplicado. La formacion y evolucion en
tamafo de los liposomas se monitore6 usando un microscopio optico (Zb-3000,

Zeigen Microscopios, México).

5.5 Reologia de la suspensién liposomal

Mediciones oscilatorias dinamicas se realizaron a la suspension liposomal
utilizando un redémetro de esfuerzo controlado Physica MCR 301 (Anton Paar,
Messtechnik, Stuttgart, Alemania). Las propiedades viscoelasticas en la region
lineal de la suspensiéon liposomal, se evaluaron mediante la aplicacion de
barridos de amplitud (0.01 a 100 % de deformacion, 1 Hz de frecuencia) a 4 °C
(Partal et al., 2001). Adicionalmente, se efectuaron barridos de temperatura en
un intervalo de 4 a 90 °C, aplicando una deformacion de 0.6 % (valor

correspondiente a la region de comportamiento viscoelastico lineal) y una
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velocidad de calentamiento de 2 °C/min (Mezzenga et al., 2005). Para estas
dos dltimas pruebas se usG una geometria cono-plato (CP50-1 5550) con
49.932 mm de didmetro, angulo de cono de 0.988° y separacion de 0.051 mm
entre geometria y peltier. Se determinaron curvas de flujo en un intervalo de
tasas de corte de 0.01 a 100 s utilizando una geometria de cilindros
concéntricos (CC27 5430) a 25 °C (Partal et al.,, 2001). Durante todas las
determinaciones, la temperatura se controlé6 mediante el sistema peltier (TEK
150P) del equipo. En todos los casos, los valores de los modulos de
almacenamiento (G’) y de pérdida G”, el factor de cedencia (tan 6=G’/G”) y la
viscosidad aparente (n) fueron obtenidos mediante el software RheoPlus/32
V2.62.

La temperatura en la que los valores de G’ igualaron a aquellos de G”, fue
referida como temperatura de transicion. En tanto que los valores de tan &
fueron utilizados como indices de viscoelasticidad (Tabilo-Munizaga y
Barbosa-Céanovas, 2005). Las mediciones reolégicas se llevaron a cabo por
triplicado.

5.6 Tamarfo de particula

El tamafio de los liposomas, sometidos 0 no a sonicacion, se midié mediante la
técnica de difraccion de rayo laser, usando un equipo Mastersizer 2000
(Malvern Instruments, Malvern, Worcestershire, RU), estableciendo un indice
de refraccion de 1.33. Los tamarfios de los liposomas se expresaron mediante
el parametro diametro medio de distribucion de volumen o diametro de De

Brouchere (d,3; donde dss=Yd*)>d%, el cual es el didmetro medio de una
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esfera con el mismo volumen de la particula liposomal y es generalmente
usado para caracterizar particulas. (Tseng et al., 2007). Las mediciones se

realizaron por triplicado a temperatura ambiente.

5.7 Sintesis de cocleatos

Veinte mililitros de la dispersion liposomal sonicada de lecitina de soya al 5 %
en buffer TRIS-NaCl se mantuvo en calentamiento a 37 °C con agitacion
magnética por 3 h, periodo en el cual se agregaron gota a gota 2.22 mL de
disolucion 0.1 M de CaCl, (JT Baker, Mallinckdrod Baker, S. A de C. V. México)
(Zarif et al., 2000). Para monitorear la formacion de la estructura cocleato, se
midié la conductividad eléctrica de la suspension liposomal con un
potenciémetro (modelo HI98240, Hanna Instruments Inc, Rumania). El
precipitado se separ6 por centrifugacion (centrifuga, Gerber Instruments AG,
Suiza) a 1300 rpm por 30 min. El sedimento se refrigeré a 4 °C en ausencia de
luz en solucién 1 mM de CaCl, hasta su observacion microscopica (Ramani y

Balasuramanian, 2003).

5.8 Microscopia electronica de transmision

Muestras de 2 pl de dilucién 1/100 del precipitado obtenido en la sintesis de
cocleatos se colocaron en una rejilla de cobre con un valor de malla de 400 y
se secaron al aire a temperatura ambiente. Las muestras secas se tifieron
negativamente con acetato de uranilo al 2% (p/v) durante 45 s (Ramani y
Balasubramanian, 2003). La muestras tefildas fueron analizadas vy
fotografiadas con un microscopio electronico de transmision (Jeol 1200EXI,

Japon) operado a 90 kV, usando una magnificacion de 80 000 x. Las imagenes
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resultantes se sometieron a analisis de imagenes para la determinacion de sus

diametros lineales (D1) (Flach y Mendelsohn, 1993).

5.9 Disefio experimental
Los datos resultantes de los parametros de ajuste a modelo de Carreau y

potencial C, se sometieron a analisis de varianza de clasificacion simple (p <
0.05); se aplico prueba de Tukey (p < 0.05) para comparacion de medias
mediante el software SAS version 9.0 en espariol (Instituto SAS, 2002, Cary,

North Carolina, EUA).
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6.0 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Concentracion micelar critica

La figura 6 muestra la variacion de los valores de absorbancia de las
disoluciones de lecitina de soya en funcion de su concentracién. Por
equivalencia de regresion lineal (0.032 + 0.896x = 1.871 + 0.095x) de las
pendientes observadas se determind la concentracion micelar critica (CMC). El
valor obtenido de 2.3 £ 0.0 % (p/p), puede considerarse como un criterio de
actividad superficial (menor actividad) (De la Maza et al., 1993). Al observar
microscopicamente disoluciones de lecitina en una concentraciéon igual a la
determinada como CMC, no se encontro0 la formacion de estructuras
constituidas por asociaciéon de moléculas lipidicas, por lo que la concentraciéon
de lecitina de soya se elevo a 5 % (p/p), concentracion en la que fue posible
observar estructuras liposomales bajo el microscopio. Lo anterior, debido a que
por su caracter amfifilico, los fosfolipidos en medio acuoso y no acuoso tienden
a formar agregados a concentraciones mayores a la CMC (Hancer et al., 2002).
Takahashi et al. (2007) utilizaron disoluciones de lecitina de soya en
concentraciones que variaron del 2 al 10 % (p/p) para preparar liposomas con

el fin de encapsular compuestos alimenticios.
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Figura 6. Variacion de la absorbancia de disoluciones de lecitina en
funcion de su concentracion.

6.2 Potencial §

El valor de potencial ¢ de la suspension liposomal fue negativo en todo el rango
de pH estudiado; ademéas la magnitud de este parametro se incrementd,
conforme el valor de pH fue mas alcalino (Tabla 1). Estos resultados no
concuerdan con lo informado por Were et al. (2003) quienes encontraron que la
carga superficial de liposomas a base de fosfatidilglicerol a pH de 7.4, tendi6 a
ser igual a cero 0 negativa, segun la concentracion utilizada para su
preparacion. Por su parte, Lanio et al. (2009) informaron que el potencial ¢ de
una suspensién a base de fosfatidilcolina tiende a ser negativo en un amplio
rango de fuerzas i6nicas debido a la presencia de una capa de aniones

adsorbida a los dipolos originados en las cabezas polares del zwiterion.
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Tabla 1. Valores de potencial { (medias + desviacion estandar) de la
suspension liposomal de lecitina de soya en intervalo de pH de 5 a 10.

pH Potencial
5.0 -44.30%+ 2.74
55 -48.30% + 2.17
6.0 -47.90% + 1.68
6.5 -47.96% + 1.44
7.0 -49.63%"° + 2.02
7.5 -51.46" + 1.36
8.0 -52.10"°+1.91
8.5 -52.50 + 2.17
9.0 -52.20 + 2.25
9.5 -54.36 + 1.80
10.0 -54.66™ + 1.59

En este estudio, los valores del potencial electrocinético de las moléculas de
fosfolipidos variaron de -44.30 mV a pH ligeramente acido (5.0), hasta -54.66
mV a valores basicos de pH (10.0). Este fendmeno se explica por el caracter
anfotérico de las moléculas de fosfolipidos. A valores de pH acidos, el grupo
anioénico fosfato de la molécula de los fosfolipidos se encuentra protonado y por
lo tanto el grupo activo es el -NH,4" de la fosfatidilcolina y el grupo -NHs" para el
caso de la fosfatidiletanolamina, presentando ambos carga neta positiva. Por el
contrario, a valores de pH alcalinos, el grupo aniénico (-PO,4) se encuentra
totalmente disociado y en consecuencia cargado negativamente, en tanto que
los grupos catiénicos de las bases nitrogenadas no se encuentran cargados,
dando como resultado una carga negativa dominante (Mari y Jiménez-Torres,
1999).

Valores negativos de ¢ en la suspension liposomal formulada a partir de lecitina

de soya, resultan ser de gran importancia para la formacion de las estructuras
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cocleato, puesto que la carga positiva de los iones Ca** adsorbidos a la
superficie del liposoma conducira a la neutralizacion de cargas, disminucion de
la repulsion entre particulas (Verkleij et al., 1974) y con ello a la floculacién del
sistema, seguida por la deshidratacion de las vesiculas, dando origen asi a la
bicapa continua necesaria para la formacién del cocleato (Flach y Mendelsohn,
1993). McClements (2004) sefialé que iones Ca®" adicionados a emulsiones
aceite-en-agua estabilizadas con lecitina, se enlazaron a la superficie de las
gotas cargadas negativamente, reduciendo el potencial . Los compuestos
cationicos exhiben la habilidad de adsorberse a la superficie de particulas
coloidales, causando neutralizacion de sus cargas negativas, supresion del
potencial £ y maodificacion en la superficie de la particula, ocasionado la
desestabilizacion del sistema (Elsayed et al., 2009).

El intervalo de valores de potencial { de la suspension liposomal formulada en
el presente trabajo concuerda con lo expuesto por Schaupp et al. (1991),
quienes informaron que a pH de 7.4, el potencial { de suspensiones de lecitina
de soya oscila, segun el grado de pureza, entre -40 y -50 mV, y es cercano a
cero para el caso de la fosfatidilcolina pura. Sin embargo, Bailey y Sullivan,
(2000), atribuyen el caracter negativo a la deprotonacion de la
fosfatidiletanolamina.

De acuerdo con Marquez et al. (2007) es necesario utilizar un rango de pH de 6
a 7 para producir la ionizacion del grupo fosfato y permitir una carga superficial

Optima y minimizar la hidrélisis de la lecitina.
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6.3 Temperatura de transicion
El termograma de la disolucién de lecitina (Fig. 7) determinado mediante

calorimetria diferencial de barrido, mostré un pico endotérmico bien definido a
33.6 = 0.7 °C, asociado a una entalpia de 24.34 + 0.74 J/g. Este ultimo valor
indic6 un flujo positivo de calor, caracteristico de una transicion de estado gel a
fase lamelar, asociado a la fusién de agregados de cadenas lipidicas (Heertje
et al., 1998; Chapman et al., 1974). Las propiedades termodinamicas de los
lipidos hidratados dependen de su estructura molecular (grupo polar, longitud
de cadena y el grado y tipo de insaturaciones presentes), asi como de la
composicidn de la dispersion (Koynova y Caffrey, 1998; Chapman et al., 1974).
Koynova y Caffrey (1998) informaron que la temperatura de transicion de
estado gel a estado liquido-cristalino, de pequefias vesiculas unilamelares de
fosfatidilcolina (16:0-16:0) en dispersion 1 M de NacCl, ocurre a una temperatura
de 35.5 °C; temperatura que es ligeramente superior a la encontrada en este
trabajo para disoluciones de lecitina al 5 % p/p, con una concentracién de NacCl
de 100 mM y 10 mM de buffer TRIS.

En el termograma (Fig. 7) también es posible observar un pequefio pico
endotérmico de pre-transicién a 24.08 + 0.27°C asociado con una entalpia de
2.48 + 0.28 J/g. Esta pre-transicion esta relacionada con un incremento en la
movilidad de la porcién polar de los fosfolipidos (Chapman et al., 1974) y en
concordancia con lo mencionado por Biltonen y Lichtenberg (1993) ocurre de 5
a 10 °C por debajo de la temperatura de transicién, y se considera como una
transicion del estado gel a una fase ondulada que se observa Unicamente en

lipidos completamente hidratados.
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Termograma de la disolucion de lecitina de soya determinado
mediante calorimetria diferencial de barrido.

6.4 Propiedades reolégicas de la suspension liposomal

6.4.1 Propiedades viscoelasticas

Al observar la variacién del modulo de almacenamiento (G’) de la suspension

liposomal en funcién de la deformacion (Fig. 8), pueden identificarse tres zonas

de comportamiento:

Zona |, a deformaciones de 0.01 % hasta alrededor de 0.6 %, en la que los

valores de

G’ permanecieron practicamente constantes, por lo que esta zona

fue identificada como la zona de comportamiento viscoelastico lineal.

Zona ll, a deformaciones mayores de 0.6 % hasta aproximadamente 12 %, en

la que los valores de G” tendieron a disminuir muy poco; mientras que aquellos
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de G’ decrecieron de forma mas pronunciada. A pesar del decremento en los
valores de G’ la suspension liposomal mantuvo un caracter viscoelastico
predominantemente solido. Lo anterior, posiblemente debido a una
disgregacion parcial de la estructura liposomal, ocurriendo reformacién de
algunos enlaces intermoleculares.

Zona lll, a valores de deformacion mayores de 12 %, en la que tanto los
valores de G’ como los de G” disminuyeron progresivamente, cruzandose sus
curvas, y en la cual el comportamiento viscoelastico de la suspension liposomal
cambiéo de predominantemente soélido a predominantemente liquido. Estos
resultados permiten inferir la ocurrencia de una disgregacion importante de la
estructura de los liposomas, tal que dio origen a pequefios agregados o
moléculas individuales que fluyeron libremente bajo las deformaciones
correspondientes a esta zona.

Los cristales liquidos lamelares presentan una estructura altamente
desarrollada, tal que cuando les es aplicada una cizalla o esfuerzo cortante; su
respuesta reologica depende de rearreglos que ocurren en su estructura
durante la aplicacién de dicho esfuerzo. Las propiedades reoldgicas de estos
sistemas pueden ser descritas por dos parametros: el moédulo de
almacenamiento (G’), que es una medida de su naturaleza elastica y el médulo
de pérdida (G”), que esta relacionado con su naturaleza viscosa (Franco et al.,

1995).
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Figura 8. Variacion de los médulos de almacenamiento (G’) y de pérdida
(G”) de la suspension liposomal en funcion de la deformacion.

6.4.2 Propiedades viscoelasticas en funcién de la temperatura
Los valores de los modulos de almacenamiento (G’) y de pérdida (G”) de las

suspension liposomal, permanecieron practicamente constantes a partir de 4
°C hasta aproximadamente 28 °C (Fig. 9); presentando la suspension liposomal
caracter viscoelastico predominantemente liquido, al ser los valores de G” de
mayor magnitud que aquellos de G’ en todo ese rango de temperatura. Al
incrementarse la temperatura a valores mayores de 28 °C, se observé aumento
en los valores de ambos mdédulos, siendo mas pronunciado para el caso de G’,
de tal manera que a 33.7 °C las curvas de ambos méddulos se cruzaron. Los
cambios en los valores de G’ y G” indicaron la ocurrencia de cambios

importantes en la estructura de la suspensién liposomal. El parametro reoldgico
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tan 8, en el momento de entrecruzamiento de las curvas de G’ y G” alcanz6 un
valor igual a la unidad (Fig. 10), asociado a la existencia de un equilibrio entre
los componentes viscoso y elastico de la suspension liposomal. Bajo
incrementos sucesivos de temperatura, mayores a 33.7 °C, los valores de G’ de
la suspension liposomal fueron mayores que los correspondientes a G,
seflalando la transicion de la suspension liposomal de caracter
predominantemente liqguido a caracter predominantemente sélido. De esta
manera, el incremento de la temperatura provocé un desarrollo gradual de una
estructura mas rigida y elastica. Los resultados obtenidos coinciden con lo
informado por Mezzenga et al. (2005), quienes en un estudio reoldgico sobre la
formacion de distintas fases cristalinas de monoglicéridos (Dimodan U/J) con
distintas longitudes de cadena e insaturaciones encontraron que incrementos
en temperatura estan directamente relacionados con aumentos en la
flexibilidad y re-arreglo de las cadenas lipidicas del surfactante, ocasionando
una contraccién de la estructura debido a la reduccién del espacio de latice.

El estado viscoso en el que se encontrd la suspension por debajo de los 33.7
°C corresponde al mostrado por un gel cristalino; el que por definicién consiste
en una estructura rigida (Chapman et al.,, 1974), en la que las particulas en
suspension presentan poca interaccion con el agua. En cambio, por arriba de la
temperatura de transicion, en este caso de 33.7 °C, la suspensién se encuentra
en un estado liquido cristalino, cuya capacidad de enlace de agua es mayor
(Chapman et al., 1974; Heertje et al., 1998). En adicion, bajo la temperatura de
transicion se favorece la fusion de los liposomas, debido a un incremento de

colisiones entre particulas (Mishra y Singhal, 1990; Taylor et al., 2007),
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llevando ello a un entrampamiento mayor de agua, con lo que se modifica el
estado viscoso del sistema. Yang (2002) menciona que cuando las micelas
lipidicas se encuentran bajo esfuerzo cortante, se rompen y reforman; bajo esta
teoria, los liposomas pueden actuar de manera similar, con la ventaja que en el
proceso de “reformacion” asociado al mismo proceso de auto-asociacion,
podrian entrampar mas agua y formar estructuras mas grandes que reducen la
cantidad de agua libre en el sistema y con ello aumentos en los valores de los
parametros reoldgicos. Franco et al. (1995), informaron que el estado reolédgico
de las fases lamelares liotropicas esta relacionado con la orientacion de las
particulas y que una de las formas de orientacidon en la fases lamelares son las
vesiculas multilamelares; la formacion de esta estructura produce un
significante incremento en la viscosidad. Por su parte Svenson (2004) informo
gue la flexibilidad de la membrana (fase lamelar) en el estado liquido cristalino
favorece la formacion de vesiculas. En tanto que Partal et al. (2001) y
Medronho et al. (2010) encontraron que la tasa de corte aplicada a las

suspensiones conduce a la formacién de vesiculas.
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6.4.3 Curvas de flujo

En la figura 11, se muestran las variaciones de la viscosidad aparente de las
suspensiones liposomales conteniendo distintos porcentajes de lecitina (3.5 a
10 % p/p), en funcidn de la tasa de corte. En estas curvas puede observarse
que la viscosidad de las suspensiones liposomales independientemente de su
concentracion en lecitina, present6 variaciones similares en funcion de la tasa
de corte. A valores de tasa de corte bajos (< 0.01 s™), la viscosidad tendi6 a ser
constante, indicando un comportamiento newtoniano de las suspensiones
liposomales. En contraste, a valores de tasas de corte > 0.01 s™, la viscosidad
varié con incrementos en los valores de tasa de corte; estos resultados sefalan
un comportamiento no-newtoniano de las suspensiones liposomales (Steffe,
1996). Las suspensiones liposomales mostraron disminuciones pronunciadas
en su viscosidad aparente bajo la aplicacion de tasas de corte progresivamente
mayores, por lo que puede inferirse que su comportamiento de flujo fue del tipo
llamado como “shear thinning” o adelgazamiento al corte. La zona de
comportamiento newtoniano de fluidos a tasas de corte bajas, se ha atribuido a
la formacién de una estructura reversible en estado de reposo (Lobato-Calleros
et al., 2004). La variacién en la viscosidad de las suspensiones liposomales
bajo la aplicacion de esfuerzo cortante (i.e. tasa de corte) indica que las
particulas liposomales comenzaron a desintegrarse en unidades mas
pequefias, existiendo mayor area interfacial (Franco et al., 1998) vy

disminuyendo su viscosidad aparente.
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Los datos del comportamiento de flujo de las suspensiones liposomales se
ajustaron al modelo matematico de Carreau (R? = 0.92 a 97.9) (Ec. 1):

n= W + N eeeerennnn. Ec.1. (Rao, 1999)

Donde:

No: Viscosidad a tasa de corte cero

Nw. Viscosidad a tasa de corte infinita

n: indice de ley de potencia

A: Tiempo constante asociado al tiempo de relajacion
v: Tasa de corte (Steffe, 1996).

El modelo de Carreau se utiliza para describir el comportamiento reolégico de
fluidos pseudoplasticos, cuya viscosidad aparente decrece pronunciadamente
al incrementarse la tasa de corte (McClements, 2004). Los valores de los
pardmetros del modelo de Carreau presentados por las suspensiones
liposomales se muestran en la Tabla 2, donde se observa que las
suspensiones no exhibieron diferencias significativas en sus valores de la
relacion no - 1., a pesar de que la np tendié a ser mayor ligeramente, conforme
la concentracion de lecitina fue mayor (Fig. 11). Los valores del tiempo de
relajacion (L) tendieron a disminuir conforme la concentracion de lecitina de
soya aumentd. A estd relacionado con la tasa de corte que marca el fin de la
tasa de corte de la region newtoniana y el establecimiento de la tasa de corte
de la region adelgazante, por lo que incrementos en la concentracion de lecitina
de soya estuvieron relacionados con mayor caracter pseudoplastico en las
suspensiones liposomales. En concordancia, el indice de ley de potencia (n)
tendié a disminuir conforme la concentracion de lecitina aumenté de 3.5 a 6.5
% (p/p), para luego aumentar ligeramente cuando la concentracion de lecitina
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se elevo al 10 % (p/p) (Tabla 1); no obstante, todas las suspensiones
mostraron valores de n < 1.0, indicando ello que tuvieron un comportamiento

pseudoplastico (Rao, 1986; Steffe, 1996).
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Figura 11. Variacion de la viscosidad de suspensiones liposomales en
funcion de su concentracion de lecitina de soya.
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Tabla 2. Valores medios (+ desviacion estandar) de los parametros del
modelo de Carreau que obedecieron las suspensiones liposomales.

Concentracion

de lecitina Mo~ Me 3 n
(%, p/p) (Pas)
3.5 0.341 +0.07°  100.350 +9.31* 0.362 + 0.00%°
4.0 0.289 + 0.04° 79.288 + 0.61%  0.337 + 0.00"
45 0.452 +0.01®  110.300 + 3.80%° 0.355+0.01*
5.0 0.282 + 0.00° 48.438 + 0.699  0.357 + 0.00%
5.5 0.282 + 0.01° 69.501 + 1.43%  0.338 + 0.00™
6.0 0.282 + 0.02° 90.564 + 2.17° 0.319 +0.01°
6.5 0.281 +0.01° 63.683 + 1.02°"  0.307 +0.00°
10.0 0.316 + 0.00° 52.014 + 1.029  0.366 + 0.00%

Diferentes superindices en una misma columna indican que las medias difieren
significativamente (p < 0.05).

6.5 Tamafio de particula
El tamafio de las particulas liposomales (Fig. 12) sin sonicar, determinado

como didmetro medio de distribucién de volumen (d43), mostré una distribucién
bimodal en un intervalo de 0.4 a 50 ym (Fig. 14). Las dos poblaciones
reveladas en el tamafio de los liposomas sin sonicar corresponden a
distribuciones entre 0.4-2.5 um y 2.5-50 um, con didmetro medio (d43) de 1.99
+ 0.1 um. Las dos poblaciones y el amplio rango de distribucién son indicativos
de un alto indice de polidispersidad en el tamafio de los liposomas.

Las vesiculas multilamelares con intervalos de tamafio de 1 a 3 um, se forman
espontaneamente en agua en exceso; sin embargo, también es posible la
formacion de vesiculas unilamelares gigantes con tamafos de hasta 20 um
mediante el método de hidratacion (Pautot et al., 2003; Tseng et al., 2007). El

analisis del tamafio de las particulas liposomales, mostré que el 90 % de ellas
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tuvo un diametro menor a 6.76 + 0.8 um y el 50 % de las mismas exhibié un
didmetro mayor a 0.22 + 0.0 um. Con lo que se hace evidente que los datos de
tamafio de particula obtenidos, presentan cierta concordancia con los
obtenidos por los autores anteriormente citados. En la figura 12, se muestran
estructuras liposomales sin sonicar en las que se observa la variabilidad en el
tamafio de las particulas asi como la presencia de liposomas multilamelares,

que de acuerdo con Miclea et al. (2007), presentan una estructura tipo “dona”.

Figura 12. Micrografia Optica de las particulas liposomales sin sonicar.

El proceso de sonicacién al que se sometio la suspensién liposomal, modifico el
tamafio de las vesiculas (Fig. 13) (Armengol y Estelrich, 1995). Aln cuando se
observé una distribucion bimodal en el didmetro d;3; de las particulas o
vesiculas, ésta fue menos pronunciada que para el caso de las particulas

liposomales que no se sometieron a sonicaciéon (Fig. 14). Las dos poblaciones
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reveladas en el tamafio de los liposomas sometidos a sonicacién corresponden
a distribuciones que variaron entre 0.03-0.5 y de 0.5-6 um con un ds 3 medio de
0.27 £ 0.0 um. Varios autores han informado que el uso de la energia
ultrasénica produce pequefias vesiculas unilamelares y distribuciones de
tamafio homogéneos (Pautot et al., 2003; Liolios et al., 2009).

Tseng et al. (2007) clasificaron a las particulas liposomales en: vesiculas
unilamelares pequefias (SUV), con un intervalo de tamafio de 0.03 a 0.2 umy
vesiculas unilamelares grandes (LUV), con un intervalo de tamafio de mayor a
0.5 um, pero menor de 1 um. En este trabajo, el 50 % del volumen de las

particulas liposomales tuvo un diametro inferior a 0.14 + 0.0 um.

Figura 13. Micrografia Optica de las particulas liposomales sonicadas.

La reduccion del tamafio de particula en los liposomas resulta de suma

importancia para la elaboracibn de estructuras cocleato, puesto que se
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incrementa la capacidad del volumen del compuesto a encapsular (Du Plessis
et al., 1994; Armengol y Estelrich, 1995) y acelera la fusion y deshidratacion del
liposoma inducida por los iones Ca?* para la formacién de la bicapa continua
(Ramani y Balasubramanian, 2003). En contraste, la reduccion del tamafio de
las particulas liposomales resulta en un incremento de area superficial, lo cual

aumenta la susceptibilidad de los fosfolipidos a la oxidacion (Loveday y Singh,

2008).

8 4
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— Liposomas sin sonicacion
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Figura 14. Distribucion de tamafio de las particulas liposomales
sometidas 0 no a sonicacion.
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6.6 Estructuras cocleato

6.6.1 Comportamiento de la conductividad eléctrica de la suspension
liposomal en funcién de la adicién de iones calcio

La adicién de iones metalicos como el calcio induce al colapso y fusion de
liposomas cargados negativamente, formandose grandes hojas lipidicas
organizadas en bicapas las cuales espontdneamente se enrollan para dar
origen a estructuras cocleato (Zarif y Tan, 2003).

Debido a que la transformacion de las estructuras liposomales en estructuras
cocleato depende de la presencia de iones calcio, y es evidenciada por la
precipitacion de estas Ultimas estructuras, mediante la saturacion con iones
calcio de las estructuras liposomales, la cantidad adecuada de iones calcio a
agregar durante esta transformacion puede ser determinada mediante
conductividad eléctrica de la dispersion liposomal tras aplicar un campo
eléctrico. En tanto la presencia de electrolitos altera la naturaleza de las
interacciones coloidales entre los liposomas cargados, la conductividad
eléctrica de la fase acuosa depende de la concentracion de electrolitos
presentes en la misma.

En la figura 15 se muestra el comportamiento de la conductividad eléctrica de
la suspensién liposomal sonicada y con agitacibn magnética constante a 37 °C,
en funcion del incremento de iones calcio. Sin la adicion de cloruro de calcio, la
dispersién coloidal mostré una conductividad de 60.16 + 1.48 mV; valor
asociado a los grupos ionizables de los fosfolipidos y a los iones del buffer
(TRIS-NaCl) (Bordi et al., 2006; Chen, 2010). El incremento de la conductividad
de la suspension liposomal fue proporcional al incremento en volumen de

cloruro de calcio en la dispersion hasta el punto A de la figura 15. En este
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punto, con la adicion de 1.58 + 0.02 mL de CaCl,y una conductividad de 87.57
+ 1.82 mV, la dispersion mostré un incremento importante en su viscosidad,
adquiriendo una consistencia de gel; esta viscosidad pudiera estar relacionada
con la fusion de los liposomas y la formacién de la bicapa continua. Bordi et al.
(2006) asocian un cambio en la conductividad eléctrica en los liposomas
formados en NaCl en diversas concentraciones cuando éstos se fusionan y
liberan su contenido hacia la solucién dispersante; en tanto, McClements
(2004), informa que el incremento de la viscosidad en una emulsién es
conducido por la floculacion de las gotas. La disminucion de la conductividad a
partir del punto B hasta el C, podria estar relacionada con la formacion de la
estructura cocleato, durante la cual una parte de iones Ca*? son utilizados para
el enrollamiento de la bicapa, quedando estos iones “encapsulados” en la
estructura cocleato, la cual al es una estructura impermeable al agua (Zarif y
Mannino, 2000). La reduccién de la cantidad de iones Ca*? libres en la fase
acuosa de la dispersion se refleja en la reduccién de la conductividad eléctrica
de la misma. Lidgate et al. (1993) informaron sobre la relacion entre
reducciones en la conductividad eléctrica de suspensiones liposomales con el
incremento en el volumen de captura en el centro acuoso de estas estructuras.

Después del punto C, el ligero incremento de la conductividad y su posterior
mantenimiento se puede asociar al exceso de calcio que ya no es util para la
formacion de estructuras cocleato y a que la dispersion ha alcanzado la
conductividad maxima que puede ofrecer el cloruro de calcio a la concentracion
dada. Zarif et al. (2000), menciona que para la formacion de estructuras

cocleatos a partir de fosfatilserina es necesaria una relacion molar lipido-calcio
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de 2:1, reportando un gasto de 10 uL de CaCl, para una dispersion de 10 mg
de lipido por gramo; en esta investigacion, el gasto para una concentracion de
50 mg.mL™ fue de 0.11 mL de cloruro de calcio, cantidad que resulté superior
a la planteada por los investigadores antes mencionados; sin embargo, es
justificable debido a que Los fosfolipidos y por lo tanto los liposomas, cuando
tienden a pH basico y potenciales { negativos, pueden encontrarse cargados
negativamente (Mari y Jiménez-Torres, 1999), por lo que mayor carga positiva

sera necesaria para neutralizarlos.
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Figura 15. Comportamiento de la conductividad eléctrica de la suspensién
liposomal, en funcién del volumen de cloruro de calcio agregado.
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6.6.2 Microestructura

La microscopia electronica provee herramientas para describir como un
estructura particular esta disefiada, y por lo tanto, como se relaciona con las
propiedades del producto (Hermansson et al., 2000). La figura 16, muestra la
seccion transversal de estructuras cocleato, que se muestran como agregados
enrollados en una serie de capas solidas que se enrollan a partir de un punto
inicial para formar la estructura caracteristica; asi también se observaron
algunas estructuras elongadas de diferentes tamafios consistentes con las
imagenes de microscopia electronica de cocleato informadas por diversos
autores (Papahadjopoulos et al., 1975; Zarif et al., 2000; Evans y Zasadzinski,
2003; Syed et al., 2008)

El andlisis de las imagenes mostré una distribucion de tamafio de la seccién

transversal que varia de 27.5 a 115 nm, con una media de 72.8 +.12.5* nm.

! Media aritmética para datos agrupados.
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Figura 16. Micrografia obtenida por microscopia electrénica de
transmision de las estructuras cocleato.
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7.0 CONCLUSIONES

A patrtir de disoluciones de lecitina de soya en una concentracion de 5 %
p/v, se obtuvieron estructuras liposomales unilamelares, con un diametro
medio de distribucion de volumen (d,3) igual a 0.27 pum.

Se establecieron las condiciones de pH, temperatura y concentracion de
iones Ca®", tales que provocaron la transformacién de las estructuras
liposomales en estructuras cocleato con diametros medios en su seccion
transversal de 72.8 nm.

La metodologia desarrollada para la formacion de estructuras cocleato a
partir de una fuente comercial de bajo costo de fosfolipidos, puede
contribuir a la manufactura de nanoestructuras novedosas que sirvan
como medio de transporte y de proteccidon a moléculas nutracéuticas

que se desee lleguen al consumidor a través de los alimentos.
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