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Recientemente hay un marcado incremento en el interés por los materiales
poliméricos biodegradables para su uso en farmacos y tratamientos de aguas.
El Quitosano es wun polisacarido lineal biodegradable, antibacterial,
biocompatible y con una gran capacidad de adsorcion de iones metalicos con la
propiedad de formar peliculas e hidrogeles resultando atractivo su empleo
como adsorbente de metales pesados en tratamientos de aguas y como

liberador de farmacos.

En la presente investigacion se desea obtener y caracterizar nanoparticulas de
Quitosano preparadas mediante el método de gelacién iénica que permita
mejorar las propiedades del Quitosano. Como bien se conoce al lograr que una
particula sea mas pequefia esta incrementa su area superficial permitiendo un

cambio en sus propiedades.

De acuerdo a la metodologia planteada, la investigacion se iniciara con la
preparacion de las nanoparticulas mediante una disolucion del Quitosano en
acido acético seguido por la adicion de TPP (Tripolifosfato de sodio) bajo

agitacion constante y posteriormente llevado a centrifugacion.
Para la caracterizacion de las nanoparticulas obtenidas se empledé un
Microscopio electrénico de barrido SEM, light scattering y Espectroscopia

infrarroja i Fourier FTIR.

Los resultados obtenidos de las nanoparticulas fueron posteriormente

analizados.
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Recently there is a remarkable interest in biodegradable polymer materials for
applications on pharmacy, biomedicine and waste water treatments. Chitosan is
a lineal polysaccharide, biodegradable, antibacterial, biocompatible, and it has
the capacity to adsorb metallic ions with the property to form films and hydrogel.
Therefore Chitosan is very attractive to use as adsorbent of heavy metals in

waste waters treatments and as a drug delivery release.

It is the purpose of this research to obtain and characterize Chitosan
nanoparticles, these prepared by ionic gelation method which can improve the
properties of Chitosan. It is known that when a particle is becoming small its

superficial area increase generating changes in its properties.

According to the methodology mentioned before, Chitosan is dissolved in acetic
acid followed by the addition of TPP (sodium tripolyphosphate) under stirring
and finally centrifuged.

The characterizations of the nanoparticles were carried out on an Electron
microscopy (SEM), Dynamic light scattering (DLS) and Fourier-infrared

spectraoscopy (FTIR)

Finally, the obtained results of nanopatrticles were analyzed.
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1.1. INTRODUCCION

Las nanoparticulas en el aire, agua y tierra siempre han existido en una
cercana armonia con la naturaleza y estan involucradas en varias interacciones

gue afectan de diferente forma a la vida del ser humano.

En los Ultimos afios la nanotecnologia ha mostrado logros significativos en
diversas disciplinas como la electronica, fotdnica, quimica de materiales y area

meédica(l) siendo esta ultima la de mayor interés.

Las nanoparticulas poliméricas a partir de polimeros biodegradables y
biocompatibles son buenos candidatos como portadores y administradores de
farmacos, ya que se espera que sean absorbidos en forma intacta en tracto
gastrointestinal tras su administracion oral(2).

El Quitosano (CS), poli B-(1-4)-2 amino-2-desoxi-D-glucosa obtenido a partir de
quitina, es el segundo polisacarido mas abundante y un polielectrolito catiénico

presente en la naturaleza(2).

El Quitosano tiene gran significancia en sus propiedades biologicas y quimicas:
Es biodegradable, biocompatible, bioactivo y policatiénico. Por ello el Quitosano
ha sido enormemente utilizado en varios aspectos industriales y biomédicos
incluyéndose en tratamientos de aguas residuales, soporte cromatogréfico,

inmovilizaciéon de enzimas y como vehiculo para el transporte de farmacos(3).

También se tienen grandes aplicaciones del Quitosano en tefiido y acabado de
textiles como un substituto de varios quimicos utilizados en la industria textil.
Asi mismo se ha indicado que derivados del Quitosano como
carboximetilquitosano soluble en agua pueden desarrollar propiedades
antimicrobiales en el algodén(4). Las nanoparticulas de Quitosano pueden ser
sintetizadas mediante un numero de técnicas. Estas incluyen electrospray,
microemulsion, gelacion ionica, emulsificacion de difusion disolvente, etc. Entre

todas, gelacion iénica con tripolifosfato (TPP) como reticulador es la técnica

14
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mas adoptada para fabricar nanoparticulas de Quitosano, ya que este método
es simple, moderado, menos toxica y adecuado para ampliar(5).

1.2. DEFINICION DEL PROBLEMA

Se desea identificar las condiciones de concentracion de componentes del
sistema Solucion de Quitosano (CS) y Tripolifosfato (TPP) que permite obtener

nanoparticulas de Quitosano siguiendo el método de gelacién ionica.

1.3. HIPOTESIS

Es posible obtener diferentes distribuciones de tamafio y morfologia de
nanoparticulas de Quitosano empleando el método de gelacion idnica, en

relacion a pardmetros controlados de concentracion de Quitosano y TPP.

1.4. JUSTIFICACION

El desarrollo del proyecto permitird disponer de tecnologia para la produccion
de nanoparticulas de Quitosano de amplio espectro de aplicacion en los
campos de remediacion ambiental, sistemas de liberacion de drogas y control

fungico y fungistatico que representa un gran avance de la nanotecnologia.

1.5. OBJETIVOS

15
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1.5.1.

Objetivo general

Obtencion y caracterizacion de nanoparticulas de Quitosano por el método de

gelacion ionica.

1.5.2.

Objetivos especificos

Preparar las nanoparticulas de Quitosano afiadiendo TPP bajo agitacion

constante.

Hacer un estudio del tamafio y morfologia de las nanoparticulas
mediante microscopia electronica de barrido (SEM) y dispersion de luz

dinamica (dynamic light scattering i DLS)

Analizar el grado de entrecruzamiento del Quitosano y TPP mediante

espectroscopia infrarroja T transformada de Fourier (FTIR)

Comparar los datos obtenidos con investigaciones realizadas

anteriormente.

CAPITULO Il

FUNDAMENTO TEORICO
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2.1. MARCO TEORICO

Las industrias americana y japonesa han investigado, en las ultimas décadas,
el uso de Quitosano en sistemas de liberacion controlada de farmacos, donde
la biocompatibilidad y biodegradabilidad del Quitosano han sido claramente

establecidas y son cualidades sumamente importantes para esos objetivos (6).

Desde un punto de vista biofarmaceutico, el Quitosano tiene un gran potencial
de servir como potenciador de la absorcidon a través del epitelio intestinal para
mejorar sus propiedades mucoadhesivas y de permeabilidad (2), como también

de inmovilizar enzimas (6).

Sin embargo el Quitosano es macromolecular, lo cual significativamente afecta
sus aplicaciones, por lo cual Tang (3) afirma que el uso de Quitosano a una
escala manométrica es mucho mas efectivo en su trabajo realizado a la

inmovilizaciéon de enzimas.

El uso de quitina y Quitosano en el tratamiento de aguas residuales se ha
documentado en los Ultimos veinte afios proponiendo mecanismos de
coagulacion y floculacién para aguas contaminadas con residuos organicos; y
decoloracibn de aguas residuales provenientes de la industria minera e

industria quimica inorganica (6)

En el trabajo de M.S. Sivakami (7) afirma que el uso de Quitosano a una escala
nanomeétrica es mucho mas efectiva en la adsorcion de iones Cr en su trabajo

de tratamiento de aguas residuales.

En estudios de funcionalizacion de textiles con nanoparticulas de plata para el
mejoramiento de las propiedades antimicrobianas y antifungicas, se ha
reportado que el Quitosano y su derivado carboximetil-quitosano actiian como
reductor y estabilizador de las nanoparticulas de plata y ademas presentan
grupos funcionales como el grupo carboxilo (-COOH) que permite una union

mas estable y por ende un efecto antimicrobiano mas prolongado.
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Gracias a las propiedades y amplias aplicaciones del Quitosano, actualmente
un grupo de docentes de la Universidad Nacional de San Agustin ha ganado un
financiamiento FINCyT para desarrollar un trabajo de investigacion en
AFuncional i zaci omlgoddon doa NRAg-xarhoxineeslquitdsano
via sintesis verde, para mejorar las propiedades antibacterianas y anti fungicas
de larga duracion, con potencial aplicacion en la fabricacion de prendas

as®pticas de uso hospitalario. o

En nuestro pais alin no se cuenta con una tecnologia que permita estudiar
ampliamente los efectos y aplicaciones de las nanoparticulas pero a pesar de
ello existen investigadores que han dado una iniciativa de estudios en este
campo lo cual es motivador a poder direccionarse en la investigacion a la

escala nanométrica.

2.2. GENERALIDADES DEL QUITOSANO

El quitosano es un aminopolisacarido obtenido por N-desacetilacion
termoalcalina de la quitina aislada de los deshechos de crustaceos.
Quimicamente, el termino quitosano define a una familia de heteropolisacaridos
lineales que estan formados por 2-amino-2-deoxi-b-D-glucosa (unidades D) Y
2-acetamido-2-deoxi-b-D-glucosa (unidades A) unidas en (1Y 4) (Figura 2.1).
Las unidades de tipo A a menudo estan presentes en menor proporcién que las
de tipo D, y su contenido, expresado como la relacion molar de unidades A
frente al total (A+D), se conoce como el grado de acetilacion que se expresa
como porcentaje (GA) o como una fraccion (Fa). Junto al grado de
polimerizacion, el GA es un parametro fundamental que determina

directamente las propiedades fisicoquimicas y biologicas del quitosano (8).
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A
OH
H  NH H H
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D D o~ \CHz

Figura 2.1 Estructura esquemaética representacion de una cadena de quitosano conteniendo
residuos de monosacaridos 2-acetamido-2-deoxi-b-D-glucopiranosa (residuos A) y 2-amino-2-

deoxi-b-D-glucopiranosa ( r esi duos D), ambos unidos por enl a

Desde el punto de vista fisicoquimico, el quitosano en estado solido es un
polimero semicristalino y un biopolimero hidrosoluble que puede formar
peliculas, hidrogeles, andamios porosos, fibras, micro y nanoparticulas en
condiciones y medio acido suaves(9). El quitosano es soluble en soluciones
acidas pero insoluble a Ph>6,5 y en su mayoria insoluble en solventes

organicos.

2.3. PROPIEDADES DEL QUITOSANO
2.3.1. Propiedades fisico-quimicas del quitosano

Las propiedades quimicas del quitosano son las siguientes(10):

Contienen poliaminas lineales.

A

A Existen grupos amino reactivo.

A Existen grupos hidroxilos reactivos disponibles.
A

Quelante de muchos iones metalicos de transicion.
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2.3.2. Propiedades biolégicas del quitosano

Las propiedades bioldgicas del quitosano son las siguientes(10):
A Biocompatible
- Polimero natural.
- Biodegradable a componentes normales de un cuerpo.
- No toxico.
A Enlaza agresivamente las células mamiferas y microbiales.

A Efecto regenerativo en el tejido gingival.

>

Acelera la formacién de osteoblastos responsable de la formacion de

huesos.

Hemostatico
Antibacterial

Agente anticancerigeno
Anticoagulante
Fungistatico

Anti colesterol

Acelerador de formacién de huesos

Do Po  Po  Po  Po P P I»

Antidepresivo para el sistema central nervioso
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Peso Molecular

Es de conocimiento que el peso molecular de los polisacaridos es de
fundamental importancia para determinar sus aplicaciones y el rol en los
sistemas vivientes. El peso molecular del quitosano depende de las
condiciones de desacetilacion y puede ser determinada por métodos tales

como cromatografia(11), light scattering(12), y viscosimetria(13).

Viscosidad

La viscosidad del quitosano se incrementa dependientemente a su peso
molecular. Incrementando el grado de desacetilacion (DD) también se
incrementa la viscosidad. Un quitosano con mayor grado de desacetilacion
(%DD) tiene una estructura mas extensa con una mayor flexibilidad en sus
cadenas debido a la carga de repulsion en sus moléculas. La viscosidad de una
solucion de quitosano también se ve afectada por las concentraciones y
temperatura, cuando la concentracibn de quitosano se incrementa y la
temperatura disminuye la viscosidad aumenta. La viscosidad del quitosano
disminuye con un incremento en el tiempo de desmineralizacion vy

despolimerizacion(14).

Solubilidad

La solubilidad del quitosano depende del grado de desacetilacion. Un alto
grado de desacetilacion presenta una mayor solubilidad, y un bajo grado de
desacetilacion presenta una baja solubilidad(15). La solubilidad del quitosano
se basa en la cantidad de grupos amino protonados en la cadena polimérica y,
por lo tanto, en la proporcion de grupos D-glucosamina acetiladas y no
acetiladas. El pH de la solucién altera el estado de las cargas y las propiedades
del quitosano(16). A un nivel bajo de pH, las aminas se cargan positivamente y
esto resulta en un quitosano policationico soluble en agua. Por otro lado si el
nivel de pH se incrementa por encima de 6, las aminas del quitosano no llegan

a protonarse y el polimero pierde su carga convirtiéndose en un quitosano
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insoluble(17). La transicién de solubilidad e insolubilidad del quitosano ocurre
un intervalo de pH entre 6 y 6.5.

El solvente comUunmente utilizado para el quitosano es 1%acido acético con un
pH alrededor de 4.0(18). El quitosano también es soluble en 1%acido

hidroclorico y acido nitrico pero insoluble en acidos sulfurico y fosforico.

Por consiguiente, la solubilidad del quitosano esta relacionada con el grado de
desacetilacion, concentracion ionica, pH, la naturaleza del acido usado para
protonarse y la distribucion de los grupos acetilo en la cadena, asi como
también las condiciones de aislamiento y secado del polisacarido.

Grado de desacetilacion

El grado de desacetilacion (%DD) ha sido siempre un pardmetro muy
importante que determina algunas de las propiedades fisicoguimicas y
biolégicas del quitosano tales como cristalinidad, hidroafinidad, degradacion y
respuesta celular(17). ElI grado de desacetilacion del quitosano es
generalmente controlado por el proceso alcalino y el incremento en el tiempo
de temperatura para obtener un alto grado de desacetilacion (>90). Durante la
reaccion de desacetilacion, el grupo acetil de la quitina reacciona con NaOH
para producir grupos amino. A mayor incremento en la concentracion de NaOH
la reaccién tiende hacia la produccién de mas quitosano, y como resultado se
obtiene un mayor grado de desacetilacion. El biopolimero es caracterizado ya
sea como quitina o quitosano de acuerdo al grado de desacetilacion la cual se

determina por la proporcion de D-glucosamina y N-acetil D-glucosamina.

Los métodos mas utilizados para la determinacion del grado de desacetilacion
son espectroscopia (infrarroja, ultravioleta y resonancia magnética nuclear),
meétodos convencionales (titulacion, conductimetria, potenciometria,), métodos
destructivos (analisis elemental o hidrolisis enzymatica de la quitina o

quitosano) y otros tales como colorimetria, cromatografia, analisis térmico.
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Cristalinidad

Una de las mayores caracteristicas fisicas que determina la funcionalidad de
las propiedades del quitosano es la cristalinidad(19). La cristalinidad es
considerada por tener un efecto en la adsorcion de metales. La cristalinidad del

polimero puede también controlar la accesibilidad de los grupos amina(20).

Complejo de formacion con metales

El quitosano contiene una mayor concentracion de iones metales en
comparacion a la quitina. El quitosano tiene grupos amino y grupos hidroxilos
reactivos, también tiene quelatos con considerables iones metales de
transicion. Varios procesos tales como la adsorcién, cambio de iones, y
guelacion han sido considerados como los mecanismos responsables del

complejo de formacién entre los iones metalicos y el quitosano.

2.4. FUENTES Y METODOS DE OBTENCION

El quitosano puede ser extraido de los insectos, hongos, y crustaceos tales
como cangrejo, langostas, langostinos, camaron, calamares. En los crustaceos,
la quitina forma parte de la capa protectora como un enlace covalente
conteniendo proteinas, algunos metales y pigmentos naturales (carotenoide).
Los caparazones de los crustaceos consisten en un 30-40% de proteinas, 30-
50% de carbonato de calcio, y 20%-30% de quitina en compafiia de
pigmentos(17). Camarones, cangrejos y langostas son los principales recursos
comerciales en produccién de quitina y quitosano. El incremento en el consumo
de crustaceos y en la expansion de la acuacultura ha llevado a un gran
incremento en la cantidad de camarones y langostas a ser procesador y por lo
tanto en la cantidad de residuos disponibles para la produccién de
quitina/quitosano. A continuacion se presenta un listado de los géneros y

especies de crustaceos y moluscos, asi como los nombres comunes locales y
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la distribucién geogréafica de cada uno segun lo descrito por Ana Pastor de
Abraham(6).

Camarones

1 Litopenaueus vannamei %2 anteriormente Penaeus vannamei¥z (camaron
blanco del pacifico, camaron patiblanco, langostino rojo). Se distribuye
en el Pacifico Centro Oriental desde Sonora (México) hasta el norte del

Peru. Es, ademas, una de las principales especies cultivadas.

1 Litopenaeus stylirostris 2anteriormente Penaeus stylirostris¥2 (camaron
azul, langostino blanco). Se extiende en el Pacifico Centro Oriental

desde México hasta Peru.

1 Farfantepaneus californiensis %2 anteriormente Penaeus californiensis¥z

(camaron café). Se encuentra en el Pacifico Centro Oriental en Mexico.

1 Farfantepaneus aztecus %z anteriormente Panaeus aztecusz (camaron
café). Se encuentra en el Atlantico Centro Occidental en el Golfo de
México.

1 Farfantepaneus duorarum Y2anteriormente Panaeus duorarum?yz
(camaron rosado). Se distribuye en el Atlantico Centro Occidental en el
Golfo de México.

1 Farfantepaneus brevirostris %2anteriormente Panaeus brevirostris¥z
(camaron rojo). Se distribuye en el Pacifico Centro Oriental desde el sur
de Mexico hasta Peru.

1 Litopenaeus setiferus “2anteriormente Penaeus setiferus’z2 (camaron
blanco del atlantico). Se encuentra en el Atlantico Centro Occidental en
el Golfo de Mexico.

1 Farfantepaneus brasiliensis %zanteriormente Penaeus brasiliensisy2
(camaron rosado con manchas). Se encuentra en el Atlantico Occidental

en Brasil.
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1 Xiphopenaus reedi (titi). Se encuentra en el Pacifico Centro Occidental

en Panama.

1 Xiphopenaeus kroyeri (camarén siete barbas). Se encuentra en el
Atlantico Sur y Occidental en Brasil, Venezuela, Colombia, Honduras y

en el Golfo de Mexico.

1 Heterocarpus reedi (camaron nailon). Se encuentra en el Pacifico Sur

Oriental, en Chile.

1 Pleoticus muelleri (camaron, camaron pelagico). Se encuentra en el
Atlantico Sur Occidental, desde Rio de Janeiro hasta Santa Cruz en

Argentina.

1 Paraoenaeus longirostris (gamba). Se encuentra en el Mar
Mediterraneo, en Espana.

1 Crangon crangon (quisquilla, cabra, camarao mouro). Se encuentra en el
atlantico Nororiental desde Noruega hasta Marruecos y en el Mar

Mediterraneo, en Espafa y Portugal.

Cangrejos

7 Callinectes sapidus (jaiba azul del Atlantico). Se encuentra en el
Atlantico Centro Occidental desde el Golfo de Mexico hasta el norte de

Argentina.

1 Callinectes arcuatos (jaiba azul del Pacifico, cangrejo). Se distribuye en
el Pacifico Centro y Sur Oriental desde Baja California hasta Peru. Llega
a encontrarse en Chile durante el Fenomeno de El Nifio.

1 Calliectes danae (jaiba dana). Se encuentra en el Atlantico Centro

Occidental desde el Golfo de Mexico hasta el Sur de Brasil.

1 Geryons quinquedens. Se encuentra en el Atlantico Sur Occidental.
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71 Lithodes antartica (centolla). Se encuentra en el Pacifico Sur Oriental y

en el Atlantico Sur Occidental, en Chile y Argentina.

1 Paralomis granulosa (centollon). Se encuentra en el Pacifico Sur Oriental

y en el Atlantico Sur Occidental, en Chile y Argentina.

1 Cancer pagurus (buey). Se halla ampliamente distribuido en la costa del
Atlantico Oriental europea y en el Mar Mediterraneo, en Espafia y

Portugal.

Langostas y langostinos

1 Panulirus argus (langosta). Se encuentra en el Atlantico Centro y Sur
Occidental desde el Golfo de Mexico hasta Rios de Janeiro “zincluido el

Mar Caribe?z, en Cuba, Mexico, Honduras, Nicaragua y Brasil.

1 Panulirus gracilis (langosta verde). Se encuentra en el Pacifico Centro

Oriental desde Baja California y Mexico hasta Panama.

1 Pleuroncodes monodon (langostino colorado). Se encuentra en el

Pacifico Sur Oriental, en Chile.

1 Cervimunida johni (langostino amarillo). Se distribuye en el Pacifico Sur

Oriental, en Chile.

Calamares

1 Dosidicus gigas (calamar gigante, pota). Se encuentra en el Pacifico

Centro y Sur Oriental desde el Golfo de California hasta Peru.

1 lllex argentinus (calamar). Se encuentra en el Atlantico Sur Occidental
(aproximadamente entre los 30° a 50° S), En Brasil, Uruguay y

Argentina.
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1 Sepia Offinalis (choco, jibia, choco). Se encuentra en el Atlantico Nor

Oriental y el Mar Mediterraneo, en Espafa y Portugal.

La mayoria de quitosano globalmente disponible es producido en USA, Japon,
Noruega, Tailandia, India, Australia y Polonia, Italia y Rusia(21). Usualmente el
quitosano se encuentra comercialmente en solucion, hojuelas, como un polvo
fino y recientemente en forma de fibras. La produccion de quitosano involucra
una serie de pasos tales como la preparacion de la quitina proveniente del
material bioldgico seguido por la desacetilacion que resultara en quitosano. Asi,
la produccion tipica de quitosano desde los caparazones de crustaceos
consiste en cuatro pasos basicos: desmineralizacion, desproteinizacion,

decoloraciéon y desacetilacion.

Caparazon de crustaceos

a)  Reduccion de tamano
b)  Desproteinizacion (NaOH diluido)
¢) Desnmuneralizacion (HCL diluido)

Quitina

a)  Desacetilacion (NaOH concentrado
0 enzimatica)

b) Lavadosconagua

Hojuelas de quitosano

a)  Disolucion con acidos
b)  Filtracion

Molienda ¢) Desludratacion
Quitosano Sales de
en polvo quitosano

Figura 2.2 Flujograma de produccién de quitosano
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2.5. APLICACIONES DEL QUITOSANO

Las aplicaciones del quitosano son muy diversas. Sus aplicaciones han sido
publicadas en el Al nt ernati onal Journal of Resear cl
Bi omedi cal ESto iseedebeea qué su potencial aplicacion como
nanoparticula se encuentra desarrollada en las areas biomédica vy
farmacéutica. Asi mismo una gran parte de su aplicacion también esti
destinada a lo que se le conoce como area comercial (agricultura, tratamiento
de aguas residuales, industria de alimentos, cosméticos, y productos

biofarmaceuticos).

A continuacion se puede apreciar de manera resumida las aplicaciones del

quitosano de acuerdo a lo antes mencionado(9)(22)(23).
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Tabla 2.1

Principales propiedades del quitosano en relacion a su uso en las aplicaciones

biomédicas-farmacéuticas

Aplicaciones Biomédicas -

farmacéuticas

Caracteristicas principales

Suturas quirargicas
Implantes dentales

Piel artificial
Reconstruccién de huesos

Lentes de contacto corneales

Tiempo de liberacion de farmacos

para animales y humanos

Encapsulacion de material

Produccion de tabletas, geles,

membranas, emulsiones.

Biocompatible
Biodegradable
Renovable
Formacion de films

Agente hidratante

No toxico

Biologicamente tolerante

Hidrolizado por lisosomas,
Propiedades de curacion de heridas
Eficiencia contra las bacterias,

virus, fungi.

Unificador, desintegrador,
recubrimiento, lubricante.
Sostenibilidad y control de la
liberacién de farmacos.

Estabilizador
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Tabla 2.2

Principales aplicaciones del quitosano en el area comercial

Sector Comercial

Aplicacién

Agricultura

Tratamiento de aguas/residuales

Alimentacién/Bebidas

Cosméticos/aseo

Mecanismo de defensa en plantas
Estimulacion para el crecimiento de
plantas

Recubrimiento de semillas, proteccion
anticongelante

Tiempo de liberacion de fertilizantes y

nutrientes en la tierra.

Floculante para aclarar el agua (agua
potable, piscinas)

Remocion de iones metalicos
Polimero ecolégico (eliminacion de
polimeros sintéticos)

Reduccioén de olores

Fibras dietéticas

Union de lipidos (reduccién de
colesterol)

Preservativo

Espesador y estabilizador de salsas
Proteccion, fungistético, y

recubrimiento antibacterial para frutas.

Mantenimiento para la hidratacion de
piel

Tratamiento contra el acné
Mejoramiento en la flexibilidad del
cabello
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Reduce la electricidad estatica en el
cabello
Recupera el tono de piel

Cuidado oral (pasta dental,

Inmunoldgicos, antitumoral
Productos biofarmaceuticos Hemostaticos y anticoagulante

Curacion, bacteriostatico

2.6. NANOPARTICULAS: CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE LOS
NANOMATERIALES

Los materiales reducidos a la nanoescala pueden mostrar propiedades muy
diferentes a las que exhiben en una macroescala, posibilitando aplicaciones
Unicas. Por ejemplo, sustancias opacas se vuelven transparentes (cobre);
materiales inertes se transforman en catalizadores (platino); materiales
estables se transforman en combustibles (aluminio); sélidos se vuelven liquidos
a temperatura ambiente (oro); aislantes se vuelven conductores (silicona).
Materiales como el oro, que es quimicamente inerte en escalas normales,

pueden servir como catalizadores a nanoescalas(24).

Las propiedades de los nanomateriales tales como el tamafo, superficie,
forma, composicion, peso molecular, identidad, pureza, estabilidad y solubilidad
soy muy importantes a las interacciones fisiologicas. Estas interacciones
fisiologicas pueden beneficiar la aplicacion de los nanomateriales en la
medicina, incluyendo mejoras en la eficiencia, reduccion de efectos adversos,

prevencion y tratamiento(25).
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2.6.1. Tamaio

El tamafio es un pardmetro muy importante ya que manipula la relacién de éarea
de superficie/volumen. Esto significa que al disminuir el tamafo se incrementa
el porcentaje de atomos en la superficie(26). En términos generales, el tamafio
de un nanomaterial esférico esta definido como al diametro equivalente de una
particula esférica cuyas propiedades fisicas como la difusividad, son
equivalentes a las de un nanomaterial en el mismo entorno(27). Uno de los
ejemplos frecuentemente adoptados es el del diametro hidrodinamico de una
molécula, el cual efectivamente es el tamafio calculado del coeficiente de
difusiébn proveniente de la relacion de Stokes-Einstein(28). En los
nanomateriales, el tamafio es un factor crucial que regula la circulacion y
navegacion de los nanomateriales en el flujo sanguineo y la penetracion a

través de las barreras fisiologicas del farmaco(29).

2.6.2. Superficie

Muchas de las caracteristicas interfaciales de los nanomateriales estan en
funcién de la composicion atbmica o molecular y de las estructuras fisicas de la
superficie que responden a las interacciones de los nanomateriales con las
especies a su alrededor(28). En la nanomedicina, estas caracteristicas son
consideradas los elementos de las propiedades de superficie en el ambiente de
un fluido biolégico(28). Entre las diferentes propiedades de superficies,
composicion de superficie, energia de superficie, mojabilidad superficial, carga
de superficies y especies de absorbancia o adhesion son considerados
parametros importantes. Donde la composicion de superficie es relevante a la
capa superficial. La energia de superficies es importante para la disolucién,
agregacion y acumulacién del nanomaterial. La carga superficial, tiene un gran
efecto en la unidon de receptores y penetracion de las barreras fisioldgicas,
estabilidad de dispersion o agregacion de nanomateriales. Finalmente las

especies de absorbancia o adhesion alteran la superficie del nanomaterial
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como también la conformacibn y actividad de las especies
adherentes(28)(30)(31).

2.6.3. Forma

La forma de un nanomaterial tiene un rol muy importante en la liberacion,
degradacion, transporte, tratamiento e internalizacion de farmacos(32).
También afecta la absorcién celular, biocompatiblidad y retencién en tejidos y
organos(33). Adicionalmente, la disposicién y ubicaciéon de nanomateriales en
el organismo puede ser influenciado por su forma conjuntamente con el tamafio

y estado de aglomeracion(34).

2.6.4. Composicion y pureza

La composicion de un nanomaterial afecta el transporte, liberacion vy
biodistribucion de farmacos. También hay varios estudios que se enfocan a la
importancia toxicolégica de las nanoparticulas de diferente composicion(35).
Adicionalmente al tamafio y forma, la composicion quimica es otro factor

importante en la determinacién de la toxicidad de nanoparticulas.

2.6.5. Potencial Z

El potencial Z es una medida de la magnitud de la repulsién o atraccion entre
las particulas. Su medida proporciona una idea detallada de los mecanismos
de dispersion y es la clave del control de dispersion electrostatico. El potencial
Z es una herramienta importante para el entendimiento del estado de la
superficie de las nanoparticulas y predice la estabilidad a largo plazo de la
nanoparticula(36)
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2.7. FORMACION DE NANOPARTICULAS DE QUITOSANO

Las nanoparticulas a base de quitosano se forman de acuerdo a una
aproximacion de tipo bottom-up como resultado de procesos de auto-
asociacion o entrecruzamiento en virtud de los cuales las cadenas poliméricas
se ordenan en estructuras nanoscopicas ya sea por interacciones inter o
intramoleculares de tipo covalente o no covalente(8). Las metodologias mas
comunes mediante las cuales es posible preparar nanoparticulas a base de

quitosano se presentan en la Figura 2.3.

Autoensamblado
derivados hidréfobos

Disolucion (comunmente
con sulfato de sodio)

— Precipitacion

Difusién del solvente por
emulsion

— Polietilenglicol (PEG)

Reticulacién quimica o

covalente Glutaraldehido

— Acido dicarboxilico

Nanoparticulas de Quitosano
|

Reticulacién idénica o
Gelacion ibnica

Tripolifosfato de sodio

Monomeros de acido
acrilico

— Polimerizacion

Figura 2.3 Métodos para preparar nanoparticulas de quitosano (adaptado de Goycoolea)
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Dentro de los que mayor atencion han recibido, destacan aquellos basados
fundamentalmente en el principio de la gelificacion ionica utilizando
tripolifosfato de sodio (TPP) (37).

2.7.1. Gelacion idnica

El método de gelacion iénica es un método ampliamente usado para la
preparacion de nanoparticulas de quitosano. También se le conoce como
reticulacion iénica, este es generado por una auto agregacion entre el
quitosano o sus derivados y macromoléculas de carga opuesta, o cuando
existe un agente reticulante(38). El agente reticulante mas usado es
tripolifosfato de sodio (TPP). Cuando el agente TPP se afiade continuamente a
una solucion de quitosano bajo agitacion constante y a una temperatura
moderada (temperatura ambiente), dos componentes con cargas opuestas se
combinaran para formar nanoparticulas(39), Figura 2.4.

El mecanismo de este método para la formacion de nanoparticulas de
quitosano plantea que la gelificacion idnica del quitosano ocurre por
interacciones electrostaticas entre productos de la disociacion del TPP en
solucién acuosa (P3010®° y HP3010%), con los grupos i NHs* del quitosano(37).
El tamafio de nanoparticula de este sistema es muy sensible al pH y la fuerza
ionica(40).

Entre las ventajas de este método cabe destacar que evita el uso de altas
temperaturas, solventes organicos o procesos drasticos como la sonicacion,
gue unido a la naturaleza poli catiénica del quitosano le confieren a estos
sistemas la capacidad para asociar de forma eficiente y preservar la estabilidad
y bioactividad de macromoléculas terapéuticas contra su degradacion.

35



Propiedad Intelectual de la Universidad Nacional de San Agustin de Arequipa

Tripolyphosphate
(TPP)
~Or N
y@ \__/ Manoparticles
T r‘/ \
- |:> Lo’ PN WA
o %"? o ]\j'_'/ \ E[ E@{)_@Sﬁp
C L2E 8 - é@J
Pt % &
Chitosan CS/TPP
(€S) hanoparticles
———————— e —

Figura 2.4 Esquema del método de gelacion (quitosano-TPP) i adaptado de Ana Grhena

2.8. METODOS DE CARACTERIZACION DE NANOPARTICULAS

Las nanoparticulas son generalmente caracterizadas por su tamafio,
morfologia y superficies de carga, usando técnicas avanzadas de microscopia
tales como microscopia electronica de barrido (SEM), microscopia de
transmision de electrones (TEM) y microscopia de fuerza atémica (AFM). El
promedio del diametro de las nanoparticulas, la distribucion de tamafio y la
carga afectan la estabilidad fisica y la distribucion in vivo de las
nanoparticulas(41). Las técnicas de microscopia son muy utiles en la

determinacion de la forma de las nanoparticulas poliméricas.

La distribucion de tamafio y morfologia de las nanoparticulas son los
pardmetros mas importantes de caracterizaciéon. La morfologia y tamafio

pueden ser caracterizados por microscopia electronica.

La mayor aplicacion de las nanoparticulas esta en el transporte y liberacion de

farmacos. Particulas de menor tamafio ofrecen una amplia area superficial.
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Como resultado los farmacos cargados en las nanoparticulas seran expuestas
a la superficie produciendo asi una rapida liberacion del farmaco(42). La
degradacion del polimero también puede ser afectada por el tamafio de

nanoparticula.

A continuacion se detallan algunas herramientas para la determinacion de la

distribucién y tamafio, morfologia y entrecruzamiento de las nanoparticulas.

2.8.1. Dynamic light scattering (DLS) 1 Dispersion de luz dinamica

Actualmente es el mas rapido y mas popular método para la determinacion del
tamafio de particula, también conocido como espectroscopia de correlacion de
fotones (PCS). DLS es ampliamente usado para determinar el tamafio
Browniano (o hidrodinamico) de las nanoparticulas en suspensiones coloidales
en los rangos nano y submicrones. La luz laser al alcanzar las numerosas
particulas que hay en una suspension, se dispersa en todas las direcciones
posibles. Si se separa una direccion, los haces de la luz dispersados por
distintas particulas interfieren entre si y se obtiene una intensidad de dispersion
determinada(43). El escaner de particulas pequefias fluctia rapidamente y en
el caso de particulas grandes esta fluctia lentamente(44). El coeficiente de
difusion de la particula puede ser determinada por la intensidad de la funcién
de auto correlacion, de la cual se obtiene la informacién del tamafio de

particula(44).

Para particulas esféricas bajo el movimiento browniano, la ecuacién de Stokes-
Einstein relaciona el coeficiente de difusion Dt de traslado de las particulas al

diametro hidrodindmico d de las particulas de la siguiente manera:
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o — [1]

Donde ko es la constante de Boltzman, T es la temperatura absoluta, y n es la
viscosidad dinamica del medio suspendido. Cuando el rayo laser viaja a través
de la muestra, las nanoparticulas suspendidas dispersan al laser en todas las

direcciones(45).

Como se muestra en la Figura 2.5 la distribucion espacial de los haces de luz
es capturado por una cdmara digital y luego es transmitida a un software en la
computadora, donde se podra apreciar la informacion correspondiente al

tamafo y distribucién de las nanoparticulas.

Figura 2.5 Esquema del aparato DLS (1 - laser; 2 - lente; 3 - muestra; 4 - apertura; 5 - camara;

6 - computadora)

2.8.2. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Microscopia electrénica de barrido (SEM) provee de una examinacion
morfolégica con visualizacion directa. Las técnicas basadas en microscopia

electronica ofrecen diversas ventajas en el analisis morfolégico y de tamario;
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sin embargo proveen informacion limitada acerca de la distribucion y del
verdadero promedio de populacion. Para la caracterizacion SEM, se requiere
gue las nanoparticulas se encuentren en un estado solido (polvo seco), el cual
es luego colocado en un soporte y seguido por un recubrimiento con metal que
puede ser oro, plata, cromo o carbono usando una maquina de pulverizacion.
La muestra es escaneada con una haz de electrones(46) ver Figura 2.6. Las
caracteristicas de la superficie de la muestra se obtienen de unos electrones
secundarios emitidos desde la superficie de la muestra. Las nanoparticulas
deben ser capaces de resistir al vacio ya que el haz de electrones puede dafiar
la muestra. El tamafio de particula obtenido por SEM se debe comparar con los

resultados obtenidos por DLS.

Microscopio electrénico de barrido

|- Haz de electrones

| __——Lente condensador
Generador

| Deflector del haz

S P Lente objetivo

Capyrignt © 2864 Deoris Kurke| Mo
i = Brazo de soporte

dela muestra

Pantalla/ -

flucrescente

Figura 2.6 Esquema del funcionamiento de un Microscopio electrénico de barrido.
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2.8.3. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR)

Esta técnica proporciona un espectro de reflexion de las bandas de los grupos
funcionales de las sustancias inorganicas y orgénicas por lo cual es posible
realizar una identificacion de los materiales, calidad o consistencia de una
muestra y la cantidad de componentes en una mixtura. En la espectroscopia
FT-IR, la radiacion IR pasa a través de la muestra. Una parte de la radiacion IR
es absorbida por la muestra y otra pasa a través de ella (transmitancia) siendo
detectada y enlazada a un software en la computadora gue posteriormente

mostrara el espectro de la muestra, Figura 2.6.

Por lo tanto el espectro IR ilustra la absorcién o transmisién versus la incidencia
de la frecuencia ilustrando la huella de la estructura molecular de la

sustancia(47).

ESPECTROFOTOMETRO
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Figura 2.7 Esquema de funcionamiento de un espectrofotometro FTIR

Para las aplicaciones en nanomateriales, la espectroscopia FTIR es
comunmente empleada para determinar el espectro de banda que revela una

conjugacion de nanomaterial - biomolecula (ej. las proteinas enlazadas a una
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superficie de nanoparticulas), y para ilustrar el estado conformacional de las

proteinas unidas(48).

Una técnica recientemente desarrollada llamada espectroscopia de reflexion
total atenuada (ATR)-FTIR usa la propiedad de una reflexién interna total en
conjunto con la espectroscopia IR para probar las estructuras de especies
depositadas/absorbidas en una interface solido/aire o solido/liquido(49). El
ATR-FTIR provee espectros de absorcion IR para investigar, por ejemplo,
cambios en las propiedades de la superficie como también identificacion de

propiedades quimicas en la superficie del polimero(49).
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CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

Para el desarrollo de este proyecto, se utilizd los siguientes materiales y

recursos:

3.1.1. Materia prima

1 Quitosano de cabeza de langostino, fue proporcionado por la Pontificia
Universidad Catdlica del Perd. Cuenta con un DD de 93.1%y un peso

molecular de 720KDa.
1 Tripolifosfato de Sodio (TPP)
Y Acido acético al 95%

1 Agua ultra pura

3.1.2. Insumos y utensilios

1 Maquina trituradora
1 Pulverizador

1 Agitador magnético
1 Centrifugadora

9 Liofilizadora
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1 Sonicador

1 Balanza de precision
1 Matraz

1 Micropipetas

1 Magnetos

1 Espatulas

1 Parafiim

1 Papel aluminio

1 Tubos para centrifuga
1 Frascos de vidrio y plastico con volimenes de 50ml, 100mly 200ml
i Jeringas

i1 Filtros de 0,45um

3.2. METODOS

3.2.1. Acondicionamiento de las hojuelas de quitosano

Las hojuelas de quitosano provisionadas por la PUCP fueron trituradas y
pulverizadas para reducir su tamafio y facilitar su uso en la preparacion de

nanoparticulas. Figura 3.1
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Figura 3.1 Quitosano pulverizado (Pulverizadora Fritsch 14 7 UMET
Universidad de Lille 1)

3.2.2. Preparacion de las nanoparticulas de quitosano

El método adoptado para la preparacion de las nanoparticulas de quitosano fue
el de gelacién ionica basado segun lo reportado por Calvo. 1997(37).
Quitosano fue disuelto en una solucién de acido acético a dos concentraciones
diferentes, 0.1% y 0.3%, por 3 horas bajo agitacion constante a 1000rpm. Este
fue luego filtrado al vacio para eliminar impurezas. La concentracion de acido

acético fue de 1.75 veces mayor a la concentracion de quitosano.

El tripolifosfato de sodio (TPP) se disolvi6 en agua ultra pura a dos
concentraciones, 0.14% y 0.2%. Luego 10 ml de la solucién de TPP fueron
incorporados gota a gota con la ayuda de una jeringa a 20ml de la solucién de
quitosano bajo agitacion a una velocidad de 1000rpm dejandola asi por 1 hora,
Figura 3.2.
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1)

®)

Figura 3.2 Esquema de la preparacion de nanoparticulas de quitosano. (1)

20ml de solucién de quitosano, (2) incorporacion de 10ml de TPP a la
solucion de quitosano, (3) solucidn opalescente por la interaccion de
quitosano y TPP que indica la formacion de nanoparticulas.

Finalmente la solucion fue centrifugada a 3000rpm por 30 minutos, se elimind
el liquido flotante y el sedimento fue almacenado en una congeladora para
luego ser liofilizado, Figura 3.3.
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(1) (2

(3

Figura 3.3 (1) Recuperacion de nanoparticulas después de la centrifugacion, (2)
nanoparticulas durante la liofilizacion, (3) nanoparticulas en polvo después de la liofilizacion.
Instalaciones UMET- Lille 1

3.2.3. Caracterizaciones

3.2.3.1. Grado de entrecruzamiento de las nanoparticulas por
espectroscopiainfrarroja con transformada de Fourier i FTIR.

Para obtener el espectro IR (rango de 4000 i 650 cm™) se utilizd6 un
espectrofotometro Perkin Elmer Spectrum One, Figura 3.4. Se usaron las
nanoparticulas de quitosano liofilizadas, estas fueron depositadas en la
superficie de cristal y aseguradas con alta presion.
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Figura 3.4 Espectrofotémetro FTIR i Perkin EImer Spectrum One

3.2.3.2. Tamafo de nanoparticulas i DLS

El tamafio de las nanoparticulas fue analizado usando un equipo de dispersion
de luz dinamica (DLS) DynaPro NanoStar i Wyatt Technology, Figura 3.5. Las
muestras liofilizadas fueron diluidas en agua ultra pura con una concentracion

1mg/ml, sonicadas por 10min y colocadas en la celda plastica.

Figura 3.5 Equipo de dispersién de luz dinAmica DLS,

DynaPro NanoStar i Wyatt Technology
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3.2.3.3. Morfologia por microscopio electréonico de barrido i SEM

La morfologia de las nanoparticulas fue determinada por un microscopio
electronico de barrido SEM Hitachi S-4700 con un voltaje de 5kV y una
corriente de 10pA, Figura 3.6. Se prepararon dos tipos de muestras, (1)
liofilizadas y (2) no liofilizadas, Figura 3.7. Las muestras no liofilizadas son las
soluciones que no se centrifugaron y fueron secadas a temperatura ambiente
sobre una lamina de aluminio por 2 dias. Ambas muestras, liofilizadas y no

liofilizadas, fueron cubiertas por cromo.

Figura 3.6 Microscopio electronico de barrido SEM, Hitachi S-4700

1) )

Figura 3.7 (1) Muestra liofilizada, (2) muestra no liofilizada, secada a temperatura ambiente
por 2 dias en lamina de aluminio.
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3.3. DISENO EXPERIMENTAL

La investigacion se desarrollara basandose en un arreglo factorial con dos
factores, modelo ampliamente utilizado en investigaciones similares. Ya que

este arreglo permite obtener un estudio exploratorio completo del proyecto.

El arreglo factorial con dos factores relaciona las variables independientes con
las dependientes, encontrandose asi, el nUmero total de corridas a elaborar; y

se representa de la siguiente forma:

2K

Donde:
1 2 = nivel de las variables (minimo / maximo)

1 K =numero de variables a estudiar

3.3.1. Variables estudiadas

Variables independientes
1 Concentracion de quitosano (%)

1 Concentracion de TPP (%)

Variable dependiente

1 Tamafo de las nanoparticulas
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Tabla 3.1

Factores a estudiar

Factores Nivel Nivel
(Concentracion) -1 +1
1. Quitosano 0.1% 0.3%
2. TPP 0.14% 0.2%
Tabla 3.2

Matriz de experimentos del disefio factorial completo 2«

No de Factores Respuesta
Muestra X1 X2
1 - - Y1
2 + - Y2
3 - + Y3
4 + + Ya

3.3.2. Tratamiento estadistico de datos

Para poder realizar los analisis estadisticos de este disefio experimental se

utilizo el software denominado Statgraphics Centurion, el cual también permite

determinar el analisis de varianza ANOVA.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. PREPARACION DE NANOPARTICULAS DE QUITOSANO

Las nanoparticulas preparadas se codificaron de acuerdo a la siguiente tabla.

Tabla 4.1

Codificacion de nanoparticulas de quitosano i NPs

_ Cédigo de
% Quitosano % TPP
No de Muestra NPs de
(20ml) (20ml) ,

guitosano
1 0,1 0,14 NP-1.1
2 0,3 0,14 NP-2.1
3 0,1 0,2 NP-3.1
4 0,3 0,2 NP-4.1
5 0,1 0,14 NP-1.2
6 0,3 0,14 NP-2.2
7 0,1 0,2 NP-3.2
8 0,3 0,2 NP-4.2

El método de preparacion, gelacion ionica, es relativamente simple y a

condiciones suaves. Donde el quitosano se disuelve en una solucién acuosa de

acido acético para obtener el cation quitosano
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Y 0O 00 PY 00 00 [2]

La eficiencia del método de gelacion ionica es dependiente de la masa
molecular y grado de desacetilacion del quitosano. Cuanto mayor es el peso
molecular del quitosano, existe mayor numero de grupos amino protonados en
una solucién acida de quitosano. De este modo hay un mayor numero de
cargas positivas que pueden interaccionar con las cargas negativas del TPP.
Adicionalmente, cuanto mayor es el grado de desacetilacion del quitosano, se
presentaran mayor cantidad de grupos amino para protonarse, asi mayor
interaccién ionica con el TPP, obteniendo una mayor eficiencia de gelificacion y
mayor grado de entrecruzamiento(2).

El quitosano empleado tiene un alto peso molecular y % DD, 720kDa y 93,1%
respectivamente. Por lo tanto el método de gelacion iénica ha actuado de
manera efectiva en la interaccion de quitosano y TPP resultando en la

formacién de nanoparticulas.

Una de las caracteristicas visibles que indican la presencia de nanoparticulas
es el color opalescente de la solucion al instante en que el TPP tiene contacto
con la solucién de quitosano, Figura 4.1.

Figura 4.1 Aspecto opalescente de la solucién quitosano-TPP indicando la presencia de

nanoparticulas.
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4.2. GRADO DE ENTRECRUZAMIENTO DE LAS NANOPARTICULAS
POR ESPECTROSCOPIA INFRARROJA CON TRANSFORMADA DE
FOURIERT FTIR

Los estudios FTIR de las nanoparticulas de quitosano se desarrollaron para
caracterizar la estructura quimica. Los espectros del quitosano vy
nanoparticulas de quitosano se muestran en la Figura 4.2. El pico a 3363cm™
corresponde a una combinacion de los grupos de NH2 y a las vibraciones de
estiramiento del grupo OH del quitosano. La banda a 1592cm™ se le atribuye a
los grupos NH2, los cuales muestran un alto grado de desacetilacion del

quitosano.

En el espectro de las nanoparticulas de quitosano, el pico a 3363cm™ del
quitosano se ha expandido en 3174cm™, probablemente a la formaciéon de
enlaces hidrogeno entre el oxigeno del tripolifosfato de sodio y el hidrogeno de
los grupos amino del quitosano. La intensidad de NH2 en el pico de 1592cm™,
el cual puede observarse claramente en el espectro de quitosano puro,
disminuye y dos nuevos picos a 1620cm y 1529cm* aparecen indicando asi el
entrecruzamiento de los grupos amino del quitosano con el tripolifosfato de

sodio.

Asi mismo en la Tabla 4.2 se aprecia el grado de entrecruzamiento obtenido
por una relacion de las areas 1y 2, A1y A2, que se indican en el espectro de
las nanoparticulas de quitosano de la Figura 4.2. Donde el area Ax representa
el area del pico correspondiente a la interaccién del grupo de las aminas con
los grupos fosfatos del tpp mientras que el area Az representa al grupo de
aminas restantes. El célculo de cada area fue realizada en el equipo FTIR.
Como se aprecia en la Tabla 4.2, el mayor grado de entrecruzamiento es de
73,78% que corresponde a las concentraciones de 0,1%para el quitosano y
0,2% para el TPP por lo que se puede indicar que 26,22% de aminas no

interaccionaron con los grupos fosfatos.
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Figura 4.2 Espectro FTIR para quitosano y nanoparticulas de quitosano (NP-1.1).
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Tabla 4.2

Grado de entrecruzamiento de las nanoparticulas en base a la relacion de los grupos
amino que reaccionaron con los fosfatos del TPP (A:) y los aminos que no
reaccionaron (A).

Concentraciones Areas
NE (%) (Tcm-1) Grado de
Muestra entrecruzamiento
(A1/A2) %
Quitosano TPP Al A2
NP-1.1 0,1 0,14 0,3778 0,6013 62,83
NP-1.2 0,1 0,14 0,3444 0,5652 60,93
NP-2.1 0,3 0,14 0,5601 0,8006 69,96
NP-2.2 0,3 0,14 0,4223 0,7961 53,05
NP-3.1 0,1 0,2 0,5026 0,6812 73,78
NP-3.2 0,1 0,2 0,3712 0,5154 72,02
NP-4.1 0,3 0,2 0,3496 0,7256 48,18
NP-4.2 0,3 0,2 0,4493 0,895 50,20

4.3. TAMANO DE NANOPARTICULA -DLS

Las nanoparticulas preparadas luego de la liofilizacion se muestran como un
polvo de color blanco. En la Tabla 4.3 se muestra el principal tamafio del
diametro hidrodinamico (tamafio promedio calculado por el equipo DLS) de las
nanoparticulas con su respectivo grado de polidispersidad (%Pd) a las

concentraciones de quitosano y TPP utilizados.

Los diferentes tamafios obtenidos del analisis DLS son homogéneos de

acuerdo al porcentaje @56). As onisinadlossdatesr si d ad
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mostrados en la tabla indican que el tamafio de las nanoparticulas se

encuentran en un rango de 120nm i 252nm.

En las figuras 4.3, 4.4, 4.5 y 4.6 se pueden apreciar la distribuciéon de las
nanoparticulas. De acuerdo a la representacion grafica del equipo DLS estas
distribuciones presentan un comportamiento monomodal monodisperso, lo cual
quiere decir que existe un solo conjunto de tamafios de nanoparticulas

virtualmente idénticos en su tamafo.
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Tabla 4. 3

Tamafio de nanoparticulas a las diferentes concentraciones de CSy TPP

Diametro (nm
No de (nm)
%CS | %TPP
Muestra
%Pd %Pd %Pd %Pd %Pd

NP-1.1 0,1 0,14 156,27 + 7,1 9,1 206,9 + 12,1 11,7 198,4 + 14,4 14,5 189,8 + 10,8 11,4 185,2 £+ 12,6 13,6
NP-2.1 0,3 0,14 185 + 11 11,9 187,8 + 11,4 12,1 193,7 + 10,5 10,5 190 + 10,8 11,3 198+ 9 9
NP-3.1 0,1 0,2 179,4 + 10,5 11,7 222 + 13,7 12,3 199,8 + 8,39 8,4 177,6 £ 10,2 11,5 185,6 + 11 11,8
NP-4.1 0,3 0,2 191,9+ 10,5 11 239,4 + 13,8 11,5 2226+ 12,4 11,1 252,2+11,1 8,8 234,99+ 13,9 11,8
NP-1.2 0,1 0,14 199 + 16,5 16,6 224 + 12,8 11,4 218 + 13,7 12,5 214 + 12,6 11,9 216 + 13,2 13,2
NP-2.2 0,3 0,14 194,8 + 10,9 10,2 120 + 13,8 11,5 238 + 13,9 11,7 240 £ 13,7 11,3 236 + 13,9 11,8
NP-3.2 0,1 0,2 167,8 + 6,34 7,6 182 + 10,8 11,9 171 + 8,18 9,6 167,8 + 6,9 8,2 161,6 + 4,14 51
NP-4.2 0,3 0,2 192,9+ 10,4 10,7 238,2+ 13,8 11,6 236 + 13,9 11,8 240,5 + 13,7 11,4 237 + 13,9 11,7
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Figura 4. 3 Distribucién de tamafio e histograma monomodal monodisperso de las muestras
NPi 1.1y NP-1.2 (0,1%CS; 0,14%TPP) 156,27nm y 199nm
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Figura 4. 4 Distribucién de tamafio e histograma monomodal monodisperso de las muestras
NPi 2.1y NP-2.2 (0,3%CS; 0,14%TPP) 185nm y 238nm
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NPT 3.2

Figura 4. 5 Distribucion de tamafio e histograma monomodal monodisperso de las muestras
NP7 3.1y NP-3.2 (0,1%CS; 0,2%TPP) 167,8nm y 179,4nm
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