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RESUMEN 

 El interés y el uso de partículas micrométricas ha ido creciendo con la posibilidad 

de elaborar sistemas funcionales, diseñados para cumplir un rol específico en 

determinadas operaciones, como transporte y liberación de compuestos nutricionales 

y/o farmacológicos y una larga serie de aplicaciones que exceden las áreas de salud y 

alimentación. Como alternativa a las clásicas técnicas de encapsulación, la técnica 

microfluídica utiliza las ventajas de la miniaturización para confinar el flujo en 

microcanales, abriendo la posibilidad de realizar la encapsulación de principios activos 

(PA) en partículas, capsulas o gotas de tamaño micrométrico bajo condiciones 

altamente controladas. Este procedimiento permite el control sobre la cantidad de 

material encapsulado y sobre la composición química del material constituyente de la 

micropartícula. Así, la obtención de partículas altamente funcionalizadas, homogéneas 

y de tamaños controlados emerge como una propuesta superadora para la 

incorporación y liberación de activos. 

 En este trabajo de Tesis, con el objetivo de generar micropartículas capaces de 

encapsular PA con funciones biológicas, se diseñaron y desarrollaron dispositivos 

microfluídicos sobre placas de polimetacrilato de metilo (PMMA), donde los 

microcanales y orificios para entrada y salida de fluidos, se grabaron mediante ablasión 

láser. La generación de micropartículas requirió primeramente de la formación de 

microgotas haciendo confluir líquidos inmiscibles en microcanales con junturas en forma 

de T, o de X (cruz), cuyas secciones características están en el rango de 50-500 µm. 

Uno de los fluidos consistió en una solución biopolimérica (fase dispersa, FD), y el otro 

consistió en aceite de oliva (fase continua, FC). El mecanismo de formación de la gota 

depende de la competencia entre la tensión impuesta por el flujo de la FC y la tensión 

interfacial. Para estas pruebas de concepto se utilizó una solución de alginato sódico 

1.5 % p/v como FD. Se estudiaron los procesos de formación de gotas en dispositivos 

con ambos tipos de juntura, observándose que la juntura en cruz mostró una mayor 

estabilidad de flujo, facilitando su puesta en régimen y mantenimiento del 

funcionamiento durante varias horas.  

Con estas consideraciones, se evaluó la capacidad de los dispositivos para 

generar microgotas y encapsular un PA hidrofílico modelo (colorante amarillo ocaso) 

utilizando una FD compuesta por una mezcla de proteínas de clara de huevo y �-

carragenato (EW/CG) dentro de la cual se disolvió el PA. Se obtuvieron micropartículas 

capaces de retener el PA por tratamiento de las microgotas mediante un método de 

curado o entrecruzamiento físico (microondas) y otro químico (glutaraldehído), y se 

analizó la capacidad de liberación del PA en medio acuoso. Se observó que se pueden 
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obtener diferentes cinéticas de liberación según el método de entrecruzamiento 

utilizado, lo cual ofrece un gran potencial para diseñar micropartículas.  

Seguidamente los dispositivos microfluídicos diseñados se utilizaron para la 

encapsulación de dos PA: Isoniazida (INH), antibiótico de primera línea para el 

tratamiento de la tuberculosis y hemoglobina bovina en polvo, como fuente de hierro 

hemínico, utilizado en suplementos nutricionales. 

 Para la encapsulación de INH se utilizaron dos dispositivos microfluídicos, uno 

con juntura en simple cruz y otro con juntura en doble cruz. Para la generación de 

micropartículas utilizando el dispositivo con juntura en doble cruz se utilizó una FC de 

aceite de oliva, una FD compuesta de una solución de alginato sódico 2 % p/v y una 

fase con el rol de agente entrecruzante y surfactante formada por cloruro de calcio 2 % 

p/v disuelto en solución de polivinil alcohol 2 % p/v. Con esta metodología se obtuvieron 

micropartículas homodispersas y con buena esfericidad, capaces de entrampar el 

antibiótico, pero con baja retención del mismo. Para la generación de micropartículas 

utilizando el dispositivo con juntura en simple cruz se utilizó una FC de aceite de oliva y 

una FD compuesta EW/CG. De esta manera se obtuvieron microgotas esféricas, 

monodispersas y altamente estables que lograron retener el PA. Las microgotas 

obtenidas con esta última metodología se curaron por irradiación con microondas 

aplicando dos potencias diferentes, 270 W y 900 W. La potencia de irradiación aplicada 

permitió modificar los perfiles de liberación de INH en soluciones buffers utilizadas 

frecuentemente para imitar condiciones de pH del estómago y del íleon. Una de las 

combinaciones de medicamentos más utilizadas en el tratamiento de la tuberculosis es 

la de Rifampicina (RIF) con INH. Sin embargo, se ha reportado que, en medio ácido, 

RIF se hidroliza y esta acción se acelera en presencia de INH. En tal sentido, se realizó 

un ensayo de estabilidad de RIF en presencia de INH, observándose una menor 

degradación de RIF cuando la INH se encontró encapsulada. Finalmente, la evaluación 

de actividad antibacteriana mostró que la INH encapsulada conserva su actividad luego 

de ser liberada desde las micropartículas y ensayos de evaluación de citotoxicidad 

celular sobre línea celular Caco-2 ante micropartículas con INH mostraron que se 

podrían utilizar de forma segura formulaciones con este PA en concentraciones menores 

a 200 µg.mL-1, ya que causan una reducción de la viabilidad celular inferior al 30 %. 

 Para la encapsulación de hemoglobina en polvo como fuente de hierro hemínico 

se utilizó también el dispositivo con juntura en simple cruz, una FC de aceite de oliva y 

una FD compuesta EW/CG. Las microgotas se curaron por irradiación con microondas 

aplicando una potencia de 900 W. Se obtuvieron micropartículas con alta esfericidad y 

homodispersidad, que cargaron y retuvieron el PA. El ensayo de liberación permitió 
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evaluar la capacidad del sistema para retener el PA y liberarlo en condiciones de pH 

gastrointestinales simuladas, aunque en un bajo porcentaje. La viabilidad de la línea 

celular Caco-2 expuesta a estas micropartículas fue del 100 %. Finalmente, un ensayo 

de permeabilidad celular en línea celular Caco-2 mostró que parte del hierro 

encapsulado y luego liberado desde las micropartículas puede ser permeado a través 

de la mucosa intestinal para luego ser utilizado por las células, aunque de una manera 

poco eficiente. 

Mediante estos estudios, se puede concluir finalmente que la versatilidad del 

proceso microfluídico para controlar las condiciones de funcionamiento permite la 

generación de micropartículas funcionales para diferentes aplicaciones tecnológicas.  
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ABSTRACT 

The interest and use of micrometric particles has been growing with the possibility 

of developing functional systems, designed to fulfill a specific role in certain operations, 

as transport and release of nutritional and/or pharmacological compounds and a long 

range of applications exceeding the areas of health and nutrition. As an alternative to 

classic encapsulation techniques, the microfluidic technique uses the advantages of 

miniaturization to confine the flow in microchannels, opening the possibility of 

encapsulation of active principles (PA) in particles, capsules or droplets of micrometric 

size under highly controlled conditions. This procedure allows control over the quantity 

of encapsulated material and the chemical composition of the constituent material of the 

microparticle. Thus, obtaining highly functionalized, homogeneous particles of controlled 

sizes emerges as a superior proposal for the incorporation and release of actives. 

In this Thesis work, in order to generate microparticles capable of encapsulating 

PA with biological functions, microfluidic devices were designed and developed on plates 

of methyl polymethacrylate (PMMA), where microchannels and holes for fluid input and 

output were recorded by laser ablation. The generation of microparticles first required 

the formation of microdrops by bringing together immiscible liquids in microchannels with 

T-shaped junctions, or X-shaped junctions (cross), whose characteristic sections are in 

the range of 50-500 µm. One of the fluids consisted of a biopolymer solution (dispersed 

phase, FD), and the other consisted of olive oil (continuous phase, FC). The mechanism 

of formation of the drop depends on the competition between the tension imposed by the 

flow of the FC and the interfacial tension. For these concept tests, a solution of 1.5 % p/v 

sodium alginate was used as FD. The processes of formation of drops in devices with 

both types of junction were studied, observing that the cross junction showed a greater 

stability of flow, facilitating its implementation and maintenance of operation for several 

hours. 

With these considerations, the ability of the devices to generate microdrops and 

encapsulate a model hydrophilic PA (sunset yellow dye) was evaluated using an FD 

composed of a mixture of egg white and �-carragenate (EW/CG) proteins into which the 

PA was dissolved. Microparticles capable of retaining the PA were obtained by applying 

a physical (microwave) and a chemical (glutaraldehyde) curing or cross-linking method, 

and the release capacity of PA in aqueous medium was analyzed. It was observed that 

different release kinetics can be obtained according to the crossover method used, which 

offers great potential for designing microparticles. 
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Then the microfluidic devices designed were used for the encapsulation of two 

PAs: Isoniazid (INH), a first-line antibiotic for the treatment of tuberculosis and bovine 

hemoglobin powder, as a source of hemic iron, used in nutritional supplements. 

Two microfluidic devices were used for INH encapsulation, one with a single cross 

joint and the other with a double cross joint. For the generation of microparticles using 

the device with double cross junction an olive oil FC was used, a FD consisting of a 

solution of sodium alginate 2% w/v and a phase with the role of cross-crossing agent 

and surfactant formed by calcium chloride 2% w/v dissolved in a solution of polyvinyl 

alcohol 2% w/v. With this methodology homodispersed microparticles were obtained with 

good sphericity, able to entrap the antibiotic, but with low retention. For the generation 

of microparticles using the single cross joint device, an olive oil FC and a EW/CG solution 

FD were used. In this way, spherical, monodispersed and highly stable microdroplets 

were obtained that retained the PA. The microdrops obtained with this last methodology 

were cured by microwave irradiation applying two different powers, 270W and 900W. 

The applied irradiation power allowed modifying INH release profiles in buffers frequently 

used to mimic stomach and ileum pH conditions. One of the most commonly used drug 

combinations in the treatment of tuberculosis is Rifanpicin (RIF) with INH. However, it 

has been reported that in acid medium, RIF is hydrolyzed and this action is accelerated 

in the presence of INH. In this sense, a RIF stability test was performed in the presence 

of INH, and a lower degradation of RIF was observed when INH was encapsulated. 

Finally, the evaluation of antibacterial activity showed that encapsulated INH retains its 

activity after being released from microparticles and cell line cytotoxicity evaluation 

assays Caco-2 exposed to microparticles with INH showed that formulations with this PA 

could be safely used in a concentration in concentrations lower than 200 µg.mL-1, since 

they cause a reduction in cell viability less than 30%. 

For the encapsulation of hemoglobin powder as a source of heminic iron, the 

device with a simple cross joint, an olive oil FC and a compound FD EW/CG were also 

used. The microdrops were cured by microwave irradiation applying a power of 900 W. 

Microparticles with high sphericity and homodispersity were obtained, which included 

and retained the PA. The release test allowed to evaluate the ability of the system to 

retain the PA and release it under simulated gastrointestinal pH conditions, although in 

a low percentage. The viability of the Caco-2 cell line exposed to these microparticles 

was 100%. Finally, a Caco-2 cell line cell permeability assay showed that some of the 

iron encapsulated and then released from the microparticles can be permeated through 

the intestinal mucosa and then used by the cells, although in an inefficient manner. 
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Through these studies, it can finally be concluded that the versatility of the 

microfluidic process to control operating conditions allows the generation of functional 

microparticles for different technological applications. 
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I.1. Introducción  

Lo avances y adaptaciones de distintas tecnologías orientadas a incorporar 

nuevos principios activos (PAs) en alimentos y productos farmacéuticos se tornaron en 

un gran desafío, dado que en muchos casos la adición en forma directa de estos PAs 

es impracticable, genera efectos indeseables en la matriz encapsulante o en las 

propiedades organolépticas del producto al que se desea agregar, se degrada durante 

el tiempo de almacenamiento, como consecuencia de las condiciones fisicoquímicas 

que debe atravesar durante su manufactura, o presenta baja eficacia durante su 

aplicación in vivo. Las principales razones de estos resultados según sea el principio 

activo (PA) seleccionado, podrían deberse a la baja solubilidad de muchos de ellos, 

tanto en medios hidrofílicos como lipofílicos, una inadecuada concentración o alta 

toxicidad bioactiva y/o terapéutica (Haag & Kratz, 2006; Kakkar et al., 2017). En este 

contexto, surge la encapsulación como alternativa tecnológica para solucionar estos 

problemas, dando lugar al diseño de nuevos alimentos y a una nueva generación de 

productos farmacéuticos y biotecnológicos más eficaces. Más aún, la aplicación de esta 

técnica se ha extendido en campos tan diversos como la agricultura, la cosmética, 

insumos médicos, etc.  

Como alternativa a las técnicas clásicas de encapsulación, la técnica 

microfluídica utiliza las ventajas de la miniaturización para confinar el flujo en 

microcanales, abriendo la posibilidad de realizar la encapsulación de PAs en partículas, 

capsulas o gotas de tamaño micrométrico bajo condiciones altamente controladas. Este 

procedimiento permite el control sobre la cantidad de material encapsulado y sobre la 

composición química del material constituyente de la micropartícula. Así, la obtención 

de partículas altamente funcionalizadas, homogéneas y de tamaños controlados 

emerge como una propuesta superadora para la incorporación y liberación de PAs 

(Dietzel, 2016; Li et al., 2019). 

En este capítulo se presenta una descripción de los distintos tópicos requeridos 

para abordar este trabajo de Tesis. Se realiza una descripción de distintas técnicas de 

encapsulación y materiales encapsulantes más utilizados, de las interacciones entre los 

biopolímeros utilizados y las versatilidades que presenta la técnica microfluídica. 

 

I.2. Encapsulación 

 La encapsulación es un proceso en el que el PA de interés, sea sólido, líquido o 

gaseoso es incorporado dentro de un material portador homogéneo o heterogéneo 

(membrana, cáscara, matriz, fase externa) para formar partículas o cápsulas a escala 

micrométrica o nanométrica con propiedades específicas.  
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 Entre los materiales de recubrimiento, los polisacáridos, lípidos y proteínas son 

los más utilizados para la encapsulación en aplicaciones alimentarias y farmacéuticas, 

debiéndose seleccionar cuidadosamente, ya que de ellos dependerán aspectos 

estructurales y funcionales como la solubilidad, las propiedades interfaciales, la 

capacidad de gelificación y factores económicos como el costo y su disponibilidad 

(Timilsena et al., 2020). 

 El proceso de encapsulación puede ser categorizado en función del tamaño de 

las partículas resultantes como: nanopartículas (< �✁✂ ✄☎✆✝ ☎✞✟✠✡partículas (0.2-5000 

✄☎✆ y macropartículas (> ☛��� ✄☎✆ (Da Silva et al., 2014; Dietzel, 2016; Geczy, 2016). 

El término partícula hace referencia tanto a esferas como cápsulas. Sin embargo, ambos 

sistemas se diferencian por su morfología y estructura interna. Las esferas son sistemas 

de tipo matricial, donde el PA se encuentra disperso en un material que no es 

posteriormente recubierto. Por otro lado, las cápsulas son sistemas tipo reservorio, 

constituidas por un núcleo (liquido, semisólido o sólido) donde se encuentra el PA, 

rodeado por una cubierta externa que lo envuelve y protege (Brignone et al., 2020). 

 Como se mencionó anteriormente, como tecnología, la encapsulación reviste 

interés en una amplia gama de disciplinas, encontrándose en constante evolución y 

adaptación a nuevos desafíos, limitada sólo por la naturaleza de los PA, las propiedades 

físicas y químicas del material de cobertura y las propiedades deseadas del producto 

final en función de su uso previsto ☞✌✍✎✏✑✒✓✓ ✔✓ ✒✍✁✝ ✂�✂✂✆. Su potencial radica en la 

posibilidad de protección de los PAs de condiciones físicas, químicas o fisiológicas 

adversas que pudieran modificar su estabilidad, hicieran perder su viabilidad, 

favorecieran su oxidación, como así también, la posibilidad de separar aquellos 

componentes incompatibles y la capacidad de enmascaramiento de olores, colores y 

sabores (Borgogna et al., 2010; Devi et al., 2017; Timilsena et al., 2020).  

 El tamaño del sistema encapsulante de PAs afecta su modo óptimo de 

administración y sus propiedades de biodistribución. Un gráfico simplificado de 

diámetros de partículas aproximados para su utilización por diferentes vías de 

administración se muestra en la Figura 1. Las partículas submicrónicas son requeridas 

para tecnologías de aplicación intravenosa, utilizándose a menudo, por ejemplo, para el 

diagnóstico por imágenes (Slack et al., 1981). 

 Las nanopartículas ligeramente más grandes (50 - 200 nm de diámetro) tienden 

a ser de larga circulación y particularmente apropiadas para tratamientos sobre distintos 

órganos y tejidos (Ernsting et al., 2013). Los regímenes de tamaño mayor al micrón se 

utilizan principalmente para la administración intramuscular/subcutánea o inhalación. 

Para la administración intramuscular, los diámetros de las partículas se sitúan entre 0,5-
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☛ ✄☎✝ ✒✎�✁✎✔ ✍✡✂ ✠✔✂✎✍✓✒✑✡✂ ☎✎✔✂✓✠✒� ✁✎✔ �✝☛-✄ ✄☎ ☎✠✡✑✎✟✔ ✔✍ �✞✆✔✍ ☎✝✂ ✞✒✟✡ ✑✔ ✑✒✠✡

muscular (Kanke et al., 1980) y puede ser el tamaño óptimo. Para la inhalación de 

aerosoles, el diámetro de partícula determina el sitio de deposición dentro del tracto 

respiratorio. Las partículas más pequeñas (1-☛ ✄☎ ✑✔ ✑✞✝☎✔✓✠✡✆ ✂✔ ✑✔☎✡✂✞✓✒� ✔� ✍✡✂

bronquios y los alvéolos, mientras que las partículas más grandes (entre 8-✂� ✄☎✆ ✂✔

depositan en el tracto respiratorio superior, a menudo en la garganta y la cavidad nasal 

(Labiris & Dolovich, 2003). Por último, las partículas más grandes, de cientos de 

micrones, son adecuadas para la administración oral o localizada (Luppi et al., 2010, 

Geczy, 2016; Cooper & Yang, 2019). 

 

 
Figura 1: Diámetros de partículas aproximados utilizados en diferentes vías de administración 

(Figura modificada de Geczy, 2016; Danaei et al., 2018). 

 

 Este detalle permite poner en contexto los resultados obtenidos en este trabajo 

de Tesis, dado que las partículas obtenidas con los dispositivos microfluídicos diseñados 

serían factibles para aplicaciones de administración oral. En tal sentido, la 

caracterización realizada a las mismas cubre algunas condiciones de esta vía de 

administración. 

 

I.3. Biopolímeros utilizados para encapsulación  

Se pueden utilizar numerosos materiales encapsulantes, entre ellos se destacan 

los carbohidratos, las proteínas, los lípidos y algunos polímeros especiales con 

capacidades específicas (ej. ácido poli láctico co-glicólico, PLGA). En la mayoría de los 

casos son satisfactorios para uso en el tracto gastrointestinal, disolviéndose según el 

grado de reticulación y las condiciones del medio. 

La selección del material encapsulante adecuado determina las propiedades 

físicas y químicas de las micropartículas resultantes. Al seleccionar un polímero, se 

deben tener en cuenta los requisitos del producto a diseñar, es decir, la estabilización, 
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la reducción de la volatilidad, las características de liberación, las condiciones 

ambientales, etc.  

El polímero debe ser químicamente compatible y no reactivo con el PA y 

proporcionar las propiedades de encapsulación deseadas, como resistencia, flexibilidad, 

impermeabilidad, propiedades ópticas y estabilidad. Se utilizan generalmente polímeros 

hidrofílicos, polímeros hidrofóbicos o una combinación de ambos (Peanparkdee et al., 

2016; Timilsena et al., 2020). 

 

1.3.1. Materiales a base de carbohidratos 

El almidón y algunos de sus derivados (maltodextrina, dextrina, ciclodextrina y 

polidextrosa), así como derivados de la celulosa (metilcelulosa, carboximetilcelulosa, 

hidroxipropilcelulosa, etilcelulosa) tienen importantes capacidades como encapsulantes 

y no son digeribles por muchos organismos. Por lo tanto, pueden usarse para inhibir el 

crecimiento de hongos, como se muestra en un estudio de la metilcelulosa para 

encapsulación de aceites esenciales de plantas (Hossain et al., 2019), y también, de la 

hidroxipropilcelulosa para encapsular fosfatasa alcalina (Karewicz et al., 2014). 

Entre los exudados y extractos de plantas disponibles comercialmente, la goma 

arábiga es el exudado vegetal más común para encapsular PAs (Nussinovitch, 1997). 

Los extractos marinos, como, por ejemplo, carragenatos y alginatos, se originan 

principalmente de algas pardas, aunque también pueden ser sintetizados por algunas 

bacterias como material extracelular (Zhang et al., 2016). Los polisacáridos microbianos 

y animales, como, por ejemplo, xantano, gellan, dextrano y quitosano, también son 

adecuados para ciertas aplicaciones, pero deben evitarse en productos veganos. El uso 

generalizado de estos materiales encapsulantes en los sistemas alimentarios y 

farmacéuticos se debe a sus propiedades esenciales, tales como no toxicidad, buena 

estabilidad, biodegradabilidad, bioaccesibilidad, así como también presentar un costo 

relativamente bajo (Fathi et al., 2014; Assadpour & Jafari, 2019). 

 

1.3.2. Materiales a base de proteínas 

La capacidad de gelificación y de formación de películas de las proteínas, las 

hacen muy buenos materiales encapsulantes. Entre las más utilizadas, se destacan las 

de soja, maní y trigo (proteínas vegetales), a pesar de las limitaciones significativas 

debido a la alergenicidad y la sensibilidad al gluten (enfermedad celíaca) que pueden 

presentar algunas personas (Damodaran, 2005) y las provenientes de huevo, 

lactosuero, caseínas y gelatina. Su aplicación es muy amplia, incluyendo, entre ellas la 
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encapsulación de probióticos, células, ácidos grasos, antioxidantes, aromatizantes y 

antibióticos (Eratte et al., 2015; Ghasemi et al., 2017; Assadpour & Jafari, 2019). 

 

1.3.3. Materiales a base de lípidos 

Algunos compuestos lipídicos como los fosfolípidos, glicéridos, ceras y ácidos 

grasos se pueden utilizar para encapsular sustancias tanto hidrofílicas como lipofílicas 

☞�✁✆✁✍✡✞✎ ✔✓ ✒✍✁✝ ✂�✂✄). Se presentan como una alternativa de relevancia debido a la 

solubilidad mejorada en alimentos que contienen lípidos, su alta biodisponibilidad y la 

capacidad para liberación controlada de PAs (Akhavan et al., 2018). 

 

I.4. Métodos de encapsulación  

Existen varios métodos de encapsulación, especialmente para la micro y 

nanoencapsulación, dependiendo de la naturaleza del PA y de su aplicación final, sea 

en alimentos, productos farmacéuticos, agricultura, textiles, papel y otras industrias 

relacionadas (Mohammadian et al., 2020). 

La complejidad de los métodos es variable y en muchos casos suelen solaparse 

las técnicas, pero en forma general las distintas metodologías implican encerrar un PA 

por generación de esferas o cápsulas o mediante la formación de una emulsión que lo 

contenga. En algunos casos luego se someten a secado para facilitar su manipulación 

y almacenamiento. En general, pueden clasificarse en métodos químicos, 

fisicoquímicos, electrostáticos o mecánicos/físicos (Noore et al., 2021).  

El diseño y funcionamiento adecuado de los sistemas de encapsulación requiere 

una comprensión fisicoquímica de los mecanismos de encapsulación, la posible 

interacción de los PA con las matrices encapsulantes, su estabilidad y el 

comportamiento de liberación.  

Entre los métodos clásicos de encapsulación se mencionan a continuación los 

más utilizados dentro de cada clasificación. 

 

I.4.1. Procesos químicos 

Polimerización interfacial 

En este proceso se utilizan dos monómeros, uno soluble en aceite y otro soluble 

en agua, que posteriormente reaccionan en la interfaz de la FD y FC de un sistema de 

emulsión agua en aceite (W/O) produciéndose, a ese nivel, una reacción de 

policondensación en la superficie del PA provocando la formación de microcápsulas o 

microesferas (Brignone et al., 2020). 
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En general, el PA, en función de su solubilidad, se encuentra dispersado en una de las 

dos fases que contienen uno de los monómeros en disolución. Existen reportes sobre la 

obtención de microesferas de ácidos carboxílicos por polimerización interfacial, lo que 

las convierte en candidatas promisorias de su aplicación para bioseparación, liberación 

de fármacos y biocatálisis (Lopretti et al., 2007). 

 

Inclusión molecular 

La inclusión molecular es definida como una nueva asociación supramolecular 

de un ligando (material encapsulado) dentro de un sustrato con una cavidad (agente 

encapsulante) por enlaces de hidrógeno y/o fuerzas de van der Waals. La ciclodextrina 

es uno de los materiales encapsulantes más utilizados, sobre todo para proteger 

saborizantes y otros ingredientes termolábiles en los alimentos, vitaminas y aceites (Hill 

et al., 2013). 

 

I.4.2. Procesos físico-químicos 

Emulsificación. Evaporación de solvente. 

La emulsificación es una técnica muy utilizada en la industria alimentaria y 

básicamente consiste en la dispersión de un líquido en otro, pudiéndose obtener gotas 

que oscilan entre 0,1 y 100 µm. La generación de una sola emulsión es bastante simple 

y solo requiere la mezcla de dos fases inmiscibles: una fase dispersa (a menudo un 

solvente orgánico) con una fase continua (a menudo una solución tensioactiva acuosa). 

La metodología fundamental para obtener cualquiera de los regímenes de 

tamaño (micro/nano emulsiones) es la misma, aunque los diferentes niveles de 

"energía" (agitación, ultrasonicado) y el diseño del reactor, permitirán lograr el tamaño 

deseado.  

En forma general, las emulsiones pueden clasificarse según la organización de 

las fases de aceite y agua. Existen dos tipos de procesos generales: emulsiones de 

agua / aceite y emulsiones de aceite / agua, aunque se puede hacer una emulsión donde 

los dos tipos de emulsiones estén relacionados y se le llama doble emulsión, por 

ejemplo, agua / aceite / agua (de Souza Simões et al., 2017). El PA que se desea 

encapsular se adiciona en el sistema de gotas obtenido.  

En algunos sistemas, se pueden generar gotas en la emulsión que luego se 

polimerizan generando partículas. En estos casos, muchas veces luego se procede a 

evaporar el solvente o fase continúa de la emulsión para obtener partículas sólidas y 

secas.  
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Coacervación/Separación de fases.  

La coacervación es la separación en dos fases líquidas en sistemas coloidales. 

La fase más concentrada en el componente coloidal es el coacervado y la otra fase es 

la solución de equilibrio. La separación en fase asociativa de dos polímeros en el agua 

ocurre si hay una atracción electrostática. 

La microencapsulación por coacervación generalmente consta de tres pasos 

realizados bajo agitación continua: (a) formación de tres fases químicas inmiscibles, (b) 

deposición de revestimiento y (c) rigidización del revestimiento. Suele clasificarse la 

metodología en dos categorías: coacervación simple y coacervación compleja. 

La primera implica la adición de una sustancia fuertemente hidrofílica a una 

solución de coloide dando origen a dos fases. La coacervación compleja es 

principalmente un proceso dependiente del pH y es causada por la interacción de dos 

coloides de carga opuesta. La naturaleza ácida o básica del sistema debe ser 

manipulada para producir microcápsulas. Por encima de un cierto valor crítico de pH, el 

sistema dependiendo de su naturaleza ácida o básica puede producir microcápsulas. 

Por debajo de ese valor de pH no se formarán. Generalmente la coacervación compleja 

trata con el sistema que contiene más de un coloide (de Kruif et al., 2004; Devi et al., 

2017; Timilsena et al., 2019). 

En especial, los coacervados complejos formados por interacciones 

proteína/polisacárido, son ideales para encapsular PAs y para el desarrollo de sistemas 

de liberación desde los mismos, ya que se encuentran frecuentemente involucrados en 

procesos fisiológicos. Esta condición, hace mejorar la biodisponibilidad de los PAs y 

minimizar posibles efectos secundarios (Singh et al., 2010). 

 

Atrapamiento por liposomas 

 Los liposomas son vesículas lipídicas esféricas con un diámetro comprendido 

entre 50-500 nm. Están compuestos de una o más bicapas lipídicas, como resultado de 

la emulsión de lípidos naturales o sintéticos en un medio acuoso (Lopretti et al, 2007; 

Jha et al., 2016). 

 Los liposomas son muy utilizados en nanomedicina debido principalmente a su 

biocompatibilidad, estabilidad, facilidad de síntesis, alta eficiencia de carga de PAs y alta 

biodisponibilidad (Hafner et al., 2014). Debido a su tamaño, características hidrofóbicas 

e hidrofílicas y su capacidad para encapsular PAs en el interior acuoso de las vesículas 

o en la membrana lipofílica, se utilizan eficazmente como sistemas de administración de 

PAs (Bulbake et al., 2017). 
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 En la actualidad y en concomitancia con los métodos clásicos de obtención de 

liposomas (Hidratación de película delgada o método de Bangham, evaporación en fase 

reversa, inyección de solvente, etc.) (Pradhan et al., 2015) se está utilizando el método 

microfluídico. En este método, los lípidos se disuelven en etanol o isopropanol, y la 

solución resultante se inyecta en posición vertical o en la dirección opuesta al medio 

acuoso dentro de los microcanales. Este método implica la mezcla axial continua de las 

soluciones orgánicas y acuosas y conduce a la formación de liposomas. Los liposomas 

se estabilizan utilizando tensioactivos para evitar la coagulación y la separación. El 

método microfluídico controla el proceso de mezcla de fases orgánicas y acuosas para 

lograr liposomas reproducibles con un tamaño medio adecuado, buena polidispersidad, 

morfología (Gkionis et al., 2021). 

 

I.4.3. Procesos mecánicos y físicos 

Revestimiento de lecho fluidizado/suspensión neumática.  

El revestimiento de lecho fluidizado y suspensión neumática desarrollado por 

D.E. Wurster en la década de 1950, también se denomina proceso Wurster y puede 

utilizarse mediante tipos diferentes de técnicas: pulverización superior, pulverización 

inferior y lecho fluidizado de fusión en caliente; el revestimiento de capa superior se 

considera el proceso más viable, por razones técnicas y económicas, para la aplicación 

industrial. 

El método consiste en la preparación de la solución de revestimiento, la 

fluidización del material del núcleo como partículas/comprimidos/gránulos, el 

recubrimiento de las partículas del núcleo y posterior secado mediante aire circulante 

para producir una fina capa de revestimiento uniforme alrededor del material del núcleo. 

Se utiliza comúnmente para el recubrimiento secundario de productos ya 

encapsulados con el propósito de mejorar su estabilidad (Timilsena et al., 2020). 

 

Secado por aspersión (spray) y congelación por pulverización. 

Son técnicas muy efectivas y permiten obtener productos con morfologías 

regulares y tamaños de partícula que van de 100 a 1000 nm para nanocápsulas y de 1 

✒ ✄��� ✄☎ ☎✒✠✒ ☎✞✟✠✡✟✝☎✂✎✍✒✂ (Piñón-Balderrama et al., 2020, Neves et al., 2021).  

Debido a ciertas similitudes de los dos procesos, se discuten juntos. Los 

procesos de secado por aspersión y de congelación por pulverización son similares en 

el sentido de que ambos implican dispersar el material del núcleo en una sustancia de 

recubrimiento licuado y rociar o introducir la mezcla de revestimiento del núcleo en 
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alguna condición especial, por lo que se ve afectada la solidificación relativamente 

rápida del revestimiento. 

La principal diferencia entre los dos métodos es la solidificación del 

revestimiento. La solidificación del revestimiento en caso de secado por pulverización 

se ve afectada por la rápida evaporación de un disolvente en el que el material de 

revestimiento se disuelve, mientras que en el congelamiento por pulverización se logra 

mediante el congelamiento térmico de un material de revestimiento fundido o 

solidificando un revestimiento disuelto por la introducción de la mezcla de material del 

núcleo de revestimiento en un no disolvente. Las limitaciones de la técnica incluyen una 

eficiencia de encapsulación relativamente baja y la posibilidad de pérdidas de 

ingredientes activos durante el almacenamiento (Laohasongkram et al., 2011; Favaro-

Trindade et al., 2021). 

 

Recubrimiento en bandeja 

Se utiliza para la microencapsulación de partículas relativamente grandes de 

alrededor de 600 ✄☎, se ha extendido ampliamente en la industria farmacéutica debido 

a que se utilizan como sistemas de liberación controladas.  

En la práctica, el revestimiento se aplica como solución o como pulverización atomizada 

al material sólido deseado en el molde de recubrimiento (Laohasongkram et al., 2011).  

 

Extrusión 

La encapsulación por extrusión es un método simple para producir productos 

encapsulados altamente densos. En este proceso de coextrusión líquida, el núcleo 

bioactivo y el agente de recubrimiento se bombean por separado a través de un orificio 

concéntrico situado en la circunferencia exterior de la cabeza del extrusor.  

El material del núcleo fluye a través del centro del tubo, mientras que el material 

de revestimiento fluye a través del tubo opuesto. Debido a que el equipo está unido a 

un eje giratorio, el núcleo y la matriz de la cáscara se coextruirán a medida que la cabeza 

gira a través de los orificios concéntricos. La fuerza centrífuga impulsa la varilla extruida 

hacia afuera, causando que se rompa en partículas diminutas (Bamidele & Emmambux, 

2020). 

Las distintas metodologías de encapsulación detalladas permiten obtener 

sistemas particulados con distintos tamaños promedios, dispersión de tamaños, 

morfologías y eficiencia de encapsulación de los PA. Esta descripción permite poner en 

contexto las ventajas del sistema de encapsulación propuesto mediante dispositivos 

microfluídicos que se describirá en el Capítulo 1 del presente trabajo de Tesis.  
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I.5. Mecanismos generales de liberación de activos desde los sistemas 

particulados 

Los principales mecanismos que promueven la liberación de los PA desde los 

sistemas particulados se describen a continuación. 

 

1.5.1. Disolución 

La disolución puede definirse como un proceso por el cual las moléculas de un 

soluto (o PA) se disuelven en un solvente. En los sistemas de liberación controlada por 

disolución (Figura 2), los PAs se recubren o encapsulan dentro de membranas 

poliméricas de disolución lenta (sistemas reservorios) o matrices (sistemas monolíticos), 

respectivamente (Adepu & Ramakrishna, 2021). El proceso de disolución de un PA 

implica la transferencia de moléculas de PAs desde su fase sólida al medio circundante 

(Devi et al., 2017). 

 

 
Figura 2: Esquema de liberación controlada por disolución: Sistema tipo reservorio y sistema 

tipo matriz (Figura modificada de Adepu & Ramakrishna, 2021). 

 

La velocidad a la que el PAs se disuelve del sólido se puede utilizar para predecir 

la tasa de liberación desde el sistema. Cuanta más alta es la solubilidad, más rápida es 

la velocidad de disolución cuando no se involucra ninguna reacción química. 

Cuando el sólido se pone en contacto con el medio de disolución a través de su 

superficie, las moléculas se solvatan y se remueven del sólido. Las moléculas 

solvatadas (soluto o PA) aumentan su concentración en el medio de disolución. Este 



Introducción general 

 

 

30 
 

aumento de la concentración de soluto produce una capa límite alrededor del sólido 

donde el medio de disolución tiende a estar saturado y la velocidad de disolución 

disminuye. La eliminación de la capa límite provoca la renovación del disolvente, 

aumentando la velocidad de disolución. El grosor de la capa límite también es importante 

e inversamente proporcional a la velocidad de disolución. En consecuencia, la velocidad 

de disolución depende del tamaño de las partículas sólidas, la agitación, la viscosidad 

del medio de disolución y la temperatura (Lengyel et al., 2019).  

 

1.5.2. Difusión  

La difusión molecular a través de polímeros y membranas sintéticas es una 

estrategia eficiente, segura y sencilla para lograr la liberación controlada de PA. En los 

sistemas tipo cápsula, el propósito de la membrana o pared es mediar en la difusión del 

PA. Éste primero necesita difundir a lo largo del reservorio, disolver o dividir entre el 

fluido portador y la membrana, difundir a través de la membrana, particionarse entre la 

membrana y el medio de elución (externo) y, finalmente, transportarse desde la 

superficie del sistema. Los sistemas monolíticos se caracterizan por estar constituidos 

con el agente activo cargado directamente en una matriz, actuando como medio de 

almacenamiento y como mediador de difusión (Vijayakumar & Subramanian, 2015; 

Stewart et al., 2018). En la figura 3, se puede apreciar un esquema de estos sistemas. 

 

 
Figura 3: Esquema del proceso de difusión molecular tipo reservorio y tipo monolítico (Figura 

modificada de Stewart et al., 2018). 
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1.5.3. Ósmosis 

La administración osmótica controlada se refiere al proceso de movimiento del 

disolvente desde una menor concentración de soluto hacia una mayor concentración de 

soluto (PA) a través de la membrana semipermeable. La concentración de solutos 

(también llamados osmolitos) y la compatibilidad termodinámica del agua con estos 

osmolitos determina el potencial químico, que a su vez determina el flujo de agua a 

través de la membrana junto con el gradiente de concentración del agua. Cuando los 

osmolitos son moléculas pequeñas (por ejemplo, sales), la presión osmótica se 

determina principalmente por la concentración de osmolitos, pero cuando los osmolitos 

son polímeros, la presión osmótica se determina conjuntamente por la concentración de 

polímeros y la compatibilidad polímero/agua. 

La velocidad de flujo osmótico a través de una unidad de área de la membrana 

se determina por:  

* La concentración y la naturaleza de los osmolitos en ambos lados de la 

membrana 

* Temperatura 

* La permeabilidad hidráulica de la membrana.  

El recubrimiento de PA con polímeros semipermeables también puede controlar 

su liberación. Cuando estas partículas se exponen al agua, el disolvente cruza los 

recubrimientos de polímero y disuelve el agente activo, lo que lleva a un gradiente en la 

concentración de soluto que impulsa aún más agua en el interior. Para acomodar esto, 

el recubrimiento debe expandirse y se desarrollan tensiones en la pared. 

 De acuerdo con la fuerza impulsora osmótica, el revestimiento se rompe y el 

activo se libera. Por lo tanto, utilizando diferentes espesores de recubrimiento, las 

partículas se pueden programar para estallar en diferentes momentos (Figura 4). 

 

 

Figura 4: Esquema de sistemas osmóticos de liberación de PAs (Figura modificada de Stewart 

et al., 2018). 
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En comparación con los sistemas de liberación de activos basados en la difusión 

y la erosión, los sistemas osmóticos tienden a ser menos eficientes en volumen y más 

complejos en diseño. Sin embargo, ofrecen ciertas ventajas sobre los otros sistemas, 

como el aumento de la eficacia del PA, mejor administración controlada de PAs y la 

reducción de la frecuencia de dosificación (Majhi et al., 2020; Adepu & Ramakrishna, 

2021). 

 

1.5.4. Hinchamiento (Swelling) 

En los sistemas de administración de medicamentos controlados por hinchazón, 

el PA se dispersa o disuelve en el polímero hidrofílico cuando está en un estado vítreo 

(duro y rígido) (Adepu & Ramakrishna, 2021). Cuando esta red polimérica está rodeada 

de agua se expande y se forman nuevos enlaces químicos o físicos. Esta expansión de 

volumen y la consecuente aparición de mayores espacios entre las cadenas poliméricas 

facilitan la liberación de agentes activos de estos sistemas poliméricos. 

Pueden distinguirse distintos tipos de fenómeno de hinchamiento (Figura 5): 

(a) La matriz desaparece cuando todo el polímero se hincha. En este caso, el 

hinchamiento es frecuentemente en el inicio de la disolución del polímero.  

(b) A veces el hinchamiento del material es limitado y la matriz no desaparece. Este 

fenómeno puede ocurrir si el agua y el polímero son insuficientemente 

compatibles, si la longitud de la cadena del polímero es lo suficientemente 

grande, o si se hay enlaces químicos entre las cadenas de polímeros. 

 

 
Figura 5: Esquema de sistemas de liberación de PAs por hinchamiento: (a) Todo el polímero se 

hincha y desaparece la matriz, (b) Hinchamiento limitado del polímero, la matriz no desaparece 

(Figura modificada de Von Burkersroda et al., 2002). 
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La hidrofilia del polímero, la presencia y cantidad de enlaces químicos entre las 

cadenas de polímero, el ambiente iónico y el pH determinarán el grado de hinchamiento. 

Los polímeros hidrofóbicos no se hinchan significativamente (Colombo et al., 2000).  

 

1.5.5. Erosión 

Algunos materiales poliméricos se elaboran para desempeñar una función más 

activa en el proceso de administración del PA. Estos polímeros sufren erosión cuando 

son expuestos a reacciones químicas, liberando el PA, dando lugar a dos categorías 

generales de sistemas:  

(1) Sistemas de inmovilización física: el PA está inmovilizado físicamente por la red 

polimérica, y se libera después de la erosión de la red. Estos sistemas también 

se denominan erosionables o biodegradables. 

(2) Sistemas de inmovilización química: cuando el PA está químicamente ligado a 

la estructura polimérica o es en sí mismo parte de la estructura, el sistema está 

formado por inmovilización química. 

Las ventajas de un sistema erosionable son evidentes, ya que el sistema desaparecerá 

en el sitio después de ser administrado. La liberación de PA de estos sistemas se rige 

principalmente por la cinética de degradación, que es específica para cada sistema. 

Hay dos tipos de comportamiento en sistemas erosionables: la erosión superficial 

y la erosión bulk. La erosión superficial ocurre cuando la invasión de agua es lenta o la 

hidrólisis es rápida. Cuando el polímero es hidrofóbico, sus enlaces químicos 

susceptibles a la hidrólisis están protegidos de la exposición al agua en el interior del 

sistema polimérico. La hidrólisis acompañada de la liberación del PA solo se produce en 

o cerca de la superficie. La erosión superficial conduce a la reducción de las 

dimensiones del sistema con el tiempo. La erosión superficial pura es casi imposible de 

lograr, y la difusión del PA fuera de una matriz puede ocurrir antes de la erosión. La 

hidrólisis de los enlaces es la principal forma en que se produce la erosión polimérica, y 

también puede ser catalizada por ácido o base. El esquema de liberación puede 

observarse en la Figura 6.  
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Figura 6: Esquema de etapas de erosión de la superficie del sistema: (a) PA atrapado en las 

capas externas del sistema comienza a liberarse en los medios circundantes después de la 

erosión de la superficie del sistema; (b) El PA restante queda atrapado en el sistema de 

administración, que reduce su tamaño a medida que avanza el tiempo; (c) Erosión polimérica de 

la superficie hacia el interior, lo que finalmente resulta en la liberación de todo el PA. (Figura 

modificada de Adepu & Ramakrishna, 2021). 

 

En la erosión bulk el medio circundante (agua) invade el sistema más 

rápidamente que lo que ocurre la hidrólisis, las escisiones de la cadena se inician por 

todas partes. Se caracteriza inicialmente por una hidrólisis muy lenta, y las escisiones 

iniciales pueden dotar a las cadenas de suficiente movilidad que migran y forman 

cristalitos, que son menos susceptibles a la hidrólisis. Después de que se haya 

producido un grado determinado de hidrólisis, el proceso puede acelerarse. La 

formación de cadenas cortas puede conducir a una pérdida general de polímero y a un 

aumento de la concentración de agua por difusión y/o ósmosis. 

En la erosión bulk se distinguen varias etapas (Figura 7):  

a) El PA se libera de la superficie del sistema o de los poros que están conectados a la 

superficie. 

b) Etapa latente en la que se produce una pequeña degradación del polímero, y el PA 

restante queda atrapado. 

c) El PA atrapado se libera rápidamente cuando el polímero se desintegra. 
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Figura 7: Representación esquemática de las etapas involucradas en la erosión bulk: (a) El PA 

en la superficie del polímero comienza a liberarse; (b) etapa latente de liberación; (c) 

desintegración de polímeros y liberación rápida del PA (Figura modificada de Adepu & 

Ramakrishna, 2021). 

 

La liberación de PA debido al fenómeno de erosión puede ser debido al pH, a 

hidrólisis enzimática u otras condiciones fisicoquímicas que generen la degradación de 

cada polímero que se utilice como matriz encapsulante.  

Es relevante mencionar que en la mayoría de las aplicaciones los mecanismos 

de liberación que ocurren son combinados, ocurriendo en forma simultanea varios de 

los mecanismos mencionados (Peanparkdee et al., 2016). 

 

I.6. Morfología y tamaño de partículas. Influencia en aplicaciones.  

Las características básicas de las partículas (microcápsulas/microesferas) 

incluyen su morfología, distribución de tamaño, relación PA/pared (microcápsulas) y 

constitución de la matriz (microesferas). Desde el punto de vista de la fabricación, estos 

criterios proporcionan los medios para ajustar el rendimiento de 

microcápsulas/microesferas y el subsecuente comportamiento de liberación. En la 

práctica, se producen una amplia variedad de estructuras intermedias, dependiendo de 

la naturaleza de los materiales de partida y los detalles del proceso de fabricación 

(Figura 8). 

 El efecto del tamaño de partícula en el rendimiento de encapsulación de la 

microcápsula/microesfera se puede entender en términos de dos criterios 

interrelacionados, a saber, la superficie y el espesor de la capa/pared o la constitución 

de la matriz polimérica. Con un peso de muestra constante, las 

microcápsulas/microesferas más pequeñas tienen una superficie más grande y, por lo 

tanto, una difusión más rápida (menor retención) de PA.  
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 Otro parámetro importante en el desempeño de las microcápsulas/microesferas 

es la naturaleza del polímero (o matriz), y especialmente su compatibilidad con el PA. 

En general, los residuos anfifílicos en el polímero mejoran la miscibilidad del PA y 

facilitan la formación de microcápsulas/microesferas. 

 

 
Figura 8: Esquema de diversas morfologías de microcápsulas y microesferas para encapsular 

PAs (Figura modificada de Birnbaum & Brannon-Peppas, 2004). 

 

Además de las micro/nano cápsulas y micro/nano esferas, cuyo núcleo se 

encuentra confinado en una matriz de recubrimiento, pueden presentarse otros sistemas 

de encapsulación. Estos se componen principalmente de sustancias orgánicas 

relacionadas como lípidos, proteínas y carbohidratos, y donde, las nanopartículas 

generadas pueden ser líquidas, semisólidas o sólidas a temperatura ambiente (Figura 

9).  

 

 
Figura 9: Esquema de diversas formas de encapsular PAs (Figura modificada de Ruiz-Rico et 

al., 2018). 

 

Los sistemas mencionados presentan múltiples y variadas aplicaciones en 

alimentos, fármacos, cosméticos, nutracéuticos, etc. Su utilización está en constante 

evolución, debido a su potencialidad como portadores y liberadores de PAs 

(McClements y Xiao, 2017). 

Nanoemulsiones Microemulsiones Liposomas Nanopartículas
lipídicas

Nanofibras
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Por último, en cuando a la distribución de tamaño, como la velocidad de 

liberación depende del área superficial de las partículas, la polidispersidad influye 

fuertemente a la hora de lograr un sistema con velocidad de liberación controlada. 

Cuanto más polidispersas en tamaño sean las partículas menos precisión se logrará en 

el diseño del sistema de liberación del PA (Berchane et al., 2007; Busatto et al., 2018).  

 

I.7. Interacciones entre proteínas y polisacáridos 

Las estructuras basadas en interacciones entre proteínas y polisacáridos se 

consideran eficaces para diseñar sistemas particulados para la liberación de activos. 

Existe una tendencia a utilizar nano/micropartículas de proteínas y polisacáridos 

estructuradas covalentemente o electrostáticamente, combinando los beneficios de 

ambos biopolímeros (Assadpour et al, 2020; Bassijeh et al., 2020; Zhao et al., 2021).  

Una estrategia utilizada para construir un sistema proteína/polisacárido es la 

complejación electrostática, mezclando ambos biopolímeros en condiciones adecuadas. 

En comparación con las micro/nano partículas obtenidas solamente con proteínas, las 

formadas electrostáticamente como un complejo de ambos biopolímeros aumentan la 

estabilidad a largo plazo y la resistencia a agentes desfavorables como, por ejemplo, 

temperaturas extremas, concentraciones iónicas elevadas, etc.  

En los complejos proteína/polisacáridos unidos covalentemente se fortalece la 

integridad del sistema desarrollado (Zhao et al., 2021) y su síntesis dependerá de 

diferentes factores:  

 

1.7.1. Naturaleza de los biopolímeros utilizados 

La naturaleza de los biopolímeros involucrados es de suma importancia y la 

selección de combinaciones adecuadas es importante para obtener sistemas 

particulados con especificidad de tamaño, hidrofilicidad y carga eléctrica, características 

determinantes tanto para la estabilidad coloidal como para patrones de liberación de los 

activos encapsulados. 

Entre las proteínas, las de conformación abierta presentan menos 

inconvenientes para la asociación a polisacáridos que las globulares.  

La estructura molecular de polisacáridos también afecta la fuerza de las 

interacciones. La mayoría de los polisacáridos son aniónicos, con la excepción del 

quitosano que es catiónico. El uso de polielectrolitos débiles con bajas densidades de 

carga lineal (pectina, goma xantana, carboximetilcelulosa y goma guar), así como 

polielectrolitos fuertes (quitosano y carragenato) permite regular la formación de la 
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estructura y crear matrices diferentes para diferentes aplicaciones (Weiss et al., 2019; 

Gentile et al., 2020). 

 

1.7.2. pH y fuerza iónica 

 Las propiedades de los sistemas compuestos por proteínas y polisacáridos 

basados en interacciones electrostáticas dependen del pH y la fuerza iónica, ya que 

estos factores condicionan la existencia de cargas opuestas en los biopolímeros que 

reaccionan.  

 Para la complejación iónica, tanto la proteína como el polisacárido deben 

presentar cargas opuestas. Ambas macromoléculas tienen un punto isoeléctrico (pI), 

además, en el pI también puede haber regiones de la proteína que están cargadas 

positiva o negativamente, posibilitando la interacción con un polisacárido iónico. 

 Normalmente, los complejos proteína/polisacárido están formados por un 

polisacárido aniónico en combinación con una proteína de carga positiva, pero también 

es posible la situación opuesta (Evans et al., 2013; Gaber et al., 2018).  

 La fuerza iónica del medio también influye significativamente en las interacciones 

del tipo electrostáticas, apantallando las cargas eléctricas que intervienen en las 

interacciones antes mencionadas (Gentile et al., 2020). Por lo tanto, el ajuste adecuado 

del pH y de la fuerza iónica es crucial, así como el conocimiento de las propiedades 

catiónicas/aniónicas de los biopolímeros utilizados. 

 

1.7.3. Temperatura 

 La temperatura puede afectar la complejación causada por las interacciones 

electrostáticas. Las interacciones hidrofóbicas son mayores a una temperatura más alta 

debido a la mayor exposición de los sitios de interacción por cambios conformacionales 

inducidos por el calor a los biopolímeros. Por el contrario, el enlace de hidrógeno se 

favorece a bajas temperaturas (Setiowati et al., 2020). 

 

1.7.4. Relaciones de mezcla y concentración 

 Para cada mezcla de biopolímeros siempre existe una concentración y una 

relación de mezcla óptima para obtener interacciones estables (Warnakulasuriya & 

Nickerson, 2018) y la mezcla de estos biopolímeros puede formar un sistema 

monofásico o bifásico, según la naturaleza de los biopolímeros implicados en la 

composición de la solución (Figura 10). En un sistema de una fase, los dos biopolímeros 

pueden existir como moléculas individuales o como complejos solubles que se 

distribuyen uniformemente en todo el sistema. En un sistema de dos fases, la separación 
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de fase puede ocurrir a través de dos mecanismos fisicoquímicos diferentes: la 

separación asociativa o segregativa (McClements, 2006Schmitt y Turgeon, 2011; 

Semenova, 2017; Souza et al., 2018). 

 En la separación asociativa, hay una atracción fuerte entre los biopolímeros 

diferentes que hace que se asocien entre sí. El sistema de dos fases resultante consiste 

en una fase rica en biopolímeros y una fase con ausencia de ambos biopolímeros. La 

fase rica en biopolímeros puede ser un coacervado o un precipitado, dependiendo de la 

fuerza de la atracción y la naturaleza de los polímeros involucrados (de Kruif et al. 2004; 

McClements, 2006; Schmitt y Turgeon, 2011). 

 En la separación segregativa, hay una repulsión relativamente fuerte entre los 

dos tipos diferentes de biopolímeros, es decir, hay una energía libre de mezcla positiva 

(desfavorable). El origen molecular del fenómeno suele ser un efecto de exclusión 

estérico. Este tipo de separación de fase a menudo ocurre cuando uno o ambos 

biopolímeros no están cargados, o cuando ambos biopolímeros tienen cargas eléctricas 

similares. A concentraciones de biopolímeros suficientemente bajas, los dos 

biopolímeros se mezclan íntimamente y forman una solución monofásica, pero una vez 

que la concentración de biopolímero supera un cierto nivel se produce una separación 

de fase siendo una de las fases rica en un tipo de biopolímero y agotado en el otro tipo, 

y viceversa (Tolstoguzov 1991; Cooper et al. 2005; McClements, 2006).  

 

 
Figura 10: Representación esquemática de los tipos de arreglos estructurales que pueden ocurrir 

cuando las proteínas y los polisacáridos se mezclan (adaptada de McClements, 2006). 
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I.8. Sistemas microfluídicos para liberación controlada de activos 

I.8.1. Breve historia de la microfluídica y conceptos básicos asociados al flujo en 

microcanales 

En los últimos años se han hecho progresos considerables en el campo de la 

miniaturización. Ahora es efectivamente posible miniaturizar hasta tamaños 

submicrométricos todo tipo de sistemas, como, por ejemplo, mecánicos, fluídicos, 

electromecánicos o térmicos. En la década de 1980, estos logros dieron lugar a un 

nuevo campo conocido como MEMS (sistemas microelectrónicos-mecánicos). Más 

tarde, en la década de 1990, este dominio se diversificó considerablemente, con 

dispositivos MEMS que se fabricaron para aplicaciones químicas, biológicas y 

biomédicas. Estos sistemas empleaban flujos de fluidos que funcionaban en 

condiciones inusuales e inexploradas, lo que naturalmente condujo a la necesidad de 

crear una nueva disciplina que se llamó microfluídica (Mans et al., 1990; Tabeling, 2005). 

La microfluídica se conoce generalmente como la ciencia y la tecnología que se 

ocupa de los flujos de fluidos en microcanales, generalmente en el rango de 1-✄��� ✄☎✁ 

Los procesos microfluídicos se distinguen por la capacidad para manejar y controlar 

cantidades muy pequeñas de líquido, desde microlitros (10-6 L) a picolitros (10-12 L) en 

un sistema bien definido.  

Dentro de los microcanales se producen fenómenos físicos que adquieren 

relevancia a tal punto que son los que gobiernan el comportamiento de flujo, a diferencia 

de lo que sucede en los flujos macroscópicos en donde estos fenómenos resultan 

despreciables. En tal sentido, para comprender y predecir el comportamiento de flujo en 

los sistemas microfluídicos resulta necesario entender la física en la microescala. 

Uno de los números adimensionales más útiles para caracterizar el flujo dentro 

de un microcanal es el número de Reynolds (Re), el cual representa la relación entre 

la fuerza inercial y la fuerza viscosa: 

 

�

✁du
✂Re          (1)  

 

donde ✞ es la viscosidad dinámica del fluido [Pa.s], ✄ es la densidad [Kg.m-3], d  es la 

longitud característica [m], y u  es la velocidad media aparente del fluido [m.s-1]. La 

longitud característica, también conocida como diámetro, o diámetro hidráulico se puede 

derivar para cada forma de canal. Para canales de flujo con área de sección transversal 

no circular, d se define como: 

 



Introducción general 

 

 

41 
 

WD

A
d

4
�          (2) 

 

Donde A  es la sección transversal del canal [m2] y WD  es el perímetro mojado del canal 

[m]. 

Prácticamente, Re  describe la preeminencia relativa de las fuerzas inerciales 

sobre las fuerzas viscosas. En un canal microfluídico con una escala de longitud 

pequeña (por ejemplo entre 0.1-1 mm) y flujos bajos (0.1-10 mm s-1), el Re  suele oscilar 

entre 10-6 y 100, aunque a menudo en el orden de 1. Esto significa que las fuerzas 

viscosas dominan. 

Para los flujos en escala macroscópica es comúnmente aceptado que un flujo es 

laminar si su Re < 2000. En el flujo laminar, las líneas de corriente son paralelas y se 

pueden pensar como capas que se deslizan una a lo largo de la otra. Una de las 

características más notables de la microfluídica es que el flujo es siempre laminar. Por 

lo tanto, la mezcla entre dos fluidos miscibles diferentes se producirá a través de la 

difusión molecular o la advección (Peng y Peterson, 1995; Tabeling, 2005; Stone, 2007; 

Zhang et al., 2016). 

 

I.8.2. Beneficios en la reducción del tamaño y la automatización 

Conceptualmente, la idea de la microfluídica es que los fluidos pueden ser 

manipulados con precisión utilizando dispositivos de microescala, comúnmente 

conocidos como sistemas de análisis total miniaturizados (µTAS) (Manz et al., 1990) o 

tecnologías lab-on-a-chip (LoC). Desde un punto de vista tecnológico, la tecnología LoC 

ofrece muchos beneficios en comparación con los sistemas convencionales a mayor 

escala:  

✁ La miniaturización de dispositivos aumenta la portabilidad, permite mediciones 

in situ y desarrollo de sistemas de punto de atención. 

✁ Consumo mínimo de fluidos, ideal para manipular muestras y reactivos costosos 

y difíciles de obtener. 

✁ Reducción de la producción de residuos, haciéndolos amigables con el medio 

ambiente. 

✁ Reducción del consumo de energía. 

✁ Capacidad para realizar análisis de alto rendimiento procesando varios ensayos 

en paralelo. 
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✁ Reacción rápida y análisis rápido, permitiendo obtener los resultados en 

segundos o minutos, en lugar de horas o días. 

✁ Sensibilidad/precisión mejorada. 

✁ Procesamiento versátil y controlable de los sistemas microfluídicos a 

dimensiones desde micrómetros hasta nanómetros. 

✁ Materiales de construcción ampliamente aplicables, incluido el plástico, para 

producir sistemas microfluídicos a un costo unitario muy bajo, permitiendo que 

sean desechables y evitando cualquier tipo de contaminación cruzada (Haeberle 

& Zengerle, 2007; Ríos et al., 2010). 

 Los dispositivos tienen dimensiones que van desde micrómetros a milímetros, 

con la necesidad en muchos casos, de adaptar tecnologías utilizadas en equipos de 

mayores dimensiones para esta tecnología. De todas formas, varias plataformas 

tecnológicas y sus componentes escalables están disponibles para la manipulación de 

fluidos a escala de los microlitros, y para cada plataforma ha habido cierto éxito en la 

fabricación de sistemas integrados con válvulas, sensores y actuadores para el análisis 

biológico, químico y físico. 

 

I.8.3. Motivación de estudio: generación microfluídica de micropartículas para 

vehiculizar activos con funciones biológicas 

La microfluídica, en contraposición a las metodologías clásicas para obtener 

micropartículas, permite a través de microdispositivos generar partículas 

monodispersas, de tamaño bien controlado, de pocos micrones de diámetro, y, además, 

ofrece la posibilidad de funcionalizar las partículas modificando su forma, su 

compartamentalización, y hasta su microestructura (Kim et al., 2014). Esta posibilidad 

ha sido muy explorada últimamente, debido a dos motivaciones principales: la síntesis 

de nuevos materiales para farmacología, cosmética, medicina y alimentos (Duncanson 

et al., 2012), y la utilización de las microgotas como micro-reactores en sí mismos 

(Günther & Jensen, 2006). El aspecto que tienen en común estas aplicaciones es que 

las microgotas permiten confinar y aislar especies químicas en un ambiente donde la 

difusión, el mezclado y las cinéticas de reacción pueden manipularse muy 

eficientemente.  

Motiva este trabajo doctoral, la posibilidad de diseñar y construir dispositivos 

simples para la obtención controlada de micropartículas, capaces de vehiculizar activos 

en sistemas funcionalizados aplicables en diversos campos científicos y tecnológicos. 

Así como la posibilidad de desarrollar los mismos, en laboratorios convencionales, sin 
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la necesidad de uso de salas limpias, con la consiguiente posibilidad de rápido 

prototipado y bajo costo de construcción. 
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II. OBJETIVOS 

 

II.1. Objetivo general 

Desarrollar y generar partículas micrométricas funcionalizadas para vehiculizar 

principios activos (vitaminas, hormonas, antibióticos, proteínas, células) de interés en 

biotecnología, medicina, tecnología alimentaria y farmacología.  

 

II.2. Objetivos específicos 

- Diseñar y construir dispositivos de microfluídica para la producción de microgotas. 

- Generar micropartículas monodispersas y de tamaño controlado. 

- Caracterizar las micropartículas y validarlas como vehiculizadores de principios activos 

con funciones biológicas. 
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1.1. Introducción 

En los últimos años, las industrias alimenticia, biotecnológica y farmacéutica se 

han centrado en el desarrollo de productos con compuestos bioactivos para mejorar sus 

propiedades, cubrir déficits o tratar patologías específicas. Estas aplicaciones 

representan un gran desafío para los tecnólogos y científicos, dado que los PAs que se 

agreguen deben permanecer biodisponibles luego de su ingestión o administración, por 

lo que deben proveerse mecanismos para su protección y posterior liberación 

controlada. Como se describió en la introducción, una de las estrategias tecnológicas 

más aceptadas actualmente es la encapsulación de PAs en diferentes sistemas 

emulsionables (microgotas) o particulados en diversas matrices poliméricas (cápsulas, 

partículas, etc.). En este contexto, la microfluídica se posiciona como una alternativa 

tecnológica para generar micro/nano partículas que encapsulen PAs mediante la 

manipulación de fluidos en dispositivos microfluídicos (Tabeling, 2005; Whitesides, 

2006; Shi, 2010; Lee et al., 2018). En el presente capítulo se presenta una breve 

introducción de conceptos teóricos y prácticos vinculados al diseño de dispositivos 

microfluídicos para la generación de microgotas. Asimismo, se describen los 

dispositivos diseñados y explorados para su utilización en las aplicaciones propuestas 

en este trabajo de tesis. 

 

1.1.1. Fundamentos de la generación de microgotas 

Cuando se intenta hacer circular fluidos inmiscibles por microcanales la fuerza 

más importante en juego es la tensión interfacial, la cual, determina el comportamiento 

de la interfaz. Así, cuando dos fluidos inmiscibles entran en contacto en un canal en una 

situación dinámica, el sistema se inestabiliza y evoluciona formando estructuras 

globulares, idealmente esféricas, las cuales minimizan la energía interfacial, donde uno 

de los fluidos se rompe para formar una fase discreta o dispersa (FD) y el otro una fase 

continua (FC), lo cual persiste mientras se agregue trabajo mecánico al sistema. En 

efecto, con el sistema estanco, las gotas rápidamente coalescen y se regresa a la 

situación de las fases separadas. Para inhibir el proceso de coalescencia, es forsozo 

agregar un tensioactivo que favorezca la generación de interfaces y permita la 

estabilización de las microgotas como entidades discretas de un líquido dentro de otro. 

De esta forma, la generación de flujos bifásicos en sistemas microfluídicos se utiliza a 

menudo para obtener emulsiones monodispersas que pueden ser de aceite en agua 

(O/W) o de agua en aceite (W/O). 
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Uno de los números adimensionales más importantes para describir a este tipo de 

sistemas es el número capilar (Ca), que mide la importancia relativa entre tensiones 

viscosas e interfaciales: 

 

�

✁✂
✄Ca          (3) 

 

Donde ☎  es la velocidad característica del fluido [m.s-1], ✆  es la viscosidad [Pa.s] de la 

FC, y ✝  es la tensión interfacial [N.m-1]. Particularmente, para la generación de 

microgotas en microfluídica y a velocidades de flujo accesibles usando bombas de 

jeringa, los números ✞✟ se extienden típicamente en el rango de 10-3 a 101 (Christopher 

& Anna, 2007; Berthier & Brakke, 2012). 

 La generación de microgotas consiste en hacer coincidir dos fluidos inmiscibles 

en un determinado confinamiento geométrico, cuyas secciones características están en 

el rango de 20-200 ✠m. El mecanismo de formación de la gota depende de la 

competencia entre la tensión impuesta por el flujo de la FC y la tensión interfacial, e 

involucra un conjunto de problemas fluidodinámicos relativamente complejos. Desde 

este punto de vista, se obtienen diferentes regímenes de flujos, dependiendo del valor 

del ✞✟ (compresión, goteo, coflujo), las viscosidades, los caudales, las dimensiones y 

junturas de los microcanales (Para nuestro trabajo de Tesis, con énfasis en juntura T y 

cruz) (Christopher & Anna, 2007; Baroud et al., 2010; Mashaghi et al., 2016; Anna, 2016; 

Sattari et al., 2020). 

 Después de la formación de gotas, se pueden observar dos patrones principales 

de flujo en el canal, el flujo segmentado y el flujo de gota (Xu et al., 2006; Sattari et al, 

2020). El primero se produce cuando los caudales de las fases dispersa y continua son 

comparables, o cuando el ancho del canal por donde confluye la FD es mayor o igual al 

ancho del canal por donde confluye la FC. Cada fase forma segmentos discretos que 

ocupan toda la sección transversal del canal. A medida que el caudal de la FC aumenta, 

o que el ancho del canal de la FC es mayor que el ancho del canal de la FD, el volumen 

de las gotas disminuye, y el patrón de flujo en el canal principal pasa del flujo 

segmentado al flujo de gotas, donde las gotas ya no ocupan toda la sección transversal 

del canal (Xu et al., 2006). 

 Como se mencionó, dependiendo del tipo de juntura se pueden obtener 

diferentes patrones de flujo. P✡☛✡ ☞✌✍✎✌☛✡✏ ✑✒✓ ✎✔✕✖ ✗✘☛✌✙✚✛ para un Ca bajo ( < 1), se 

pueden observar tres patrones típicos de flujo (Figura 11), donde las gotas se forman:  

✜ en la juntura (a) 
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✜  en la corriente descendente de la juntura (b), formando un hilo que se vuelve 

inestable después de una distancia de flujo laminar 

✜ como flujos paralelos estables (c), donde los flujos entran formando un co-flujo 

en paralelo a la corriente descendente sin segmentarse.  

 

 
Figura 11: �✁✂✄☎✆✝✞ ✟✝ ✠✡☛☞☎✞ ✂✌✍✎✏☎✞ ✝✆ ☞☛✆✂☛✄✁✞ ✑✏✄☛✒✓ (Figura modificada de Liu & Zhang, 

2011). 

 

 Para el caso de junturas de tipo T, donde cada canal porta fluidos de fases 

diferentes y las tensiones de corte de un fluido sobre el otro producen la ruptura, la gota 

emerge del canal lateral y se deforma antes del desprendimiento, pudiéndose observar 

distintos patrones de flujo: laminar, compresión, goteo, chorro (Figura 12). En los 

regímenes de compresión y goteo, la formación de la gota comienza en la intersección 

de la juntura T. La diferencia, es que, en el régimen de compresión, la gota incipiente 

bloquea el canal completamente antes de que se separe del flujo dispersivo, mientras 

que en el régimen de goteo hay una brecha entre la gota incipiente y la pared de canal 

opuesto donde la fase continua todavía puede fluir a través. En el régimen de chorro, la 

formación de gotas comienza corriente abajo desde la unión en T con un filamento de 

fase dispersa cerca de la pared que conecta la gota a la entrada (De Menech et al., 

2008). La división entre diferentes patrones de flujo se hace sobre la base del Ca.  

 Se puede observar que al establecer un valor fijo de flujo de la FD y aumentar el 

flujo de la FC (o aumentar Ca), el patrón de flujo transita de laminar a uno de compresión, 

luego a uno goteo y finalmente a uno de chorro. El flujo laminar inicial y el de chorro 

final, también necesitan un flujo de FD relativamente grande. Todos los cambios 

anteriores son consistentes con cambios originados en la FD, a bajos Ca cuando el flujo 

de la FC aumenta (Bai et al., 2016). 
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Figura 12: Patrones de flujo de generación de gotas en juntura T: (a) Laminar, (b) Compresión 

(Squeezing), (c) Goteo (Dripping), (d) Chorro (Jetting) (Figura modificada de Bai et al., 2016). 

 

Para ambos tipos de junturas, la transición del patrón de flujo se verá afectada 

principalmente por el número capilar y las relaciones de caudales de FD a FC.  

Un valor bajo de Ca será indicativo de que las tensiones debidas a la tensión 

interfacial son fuertes en comparación con las tensiones viscosas. Las gotas que fluyen 

bajo tal condición casi minimizan su superficie produciendo extremos esféricos. En la 

situación opuesta de alto Ca, dominan los efectos viscosos y se pueden observar 

grandes deformaciones de las gotas y formas asimétricas (Zhang et al., 2016). Debido 

a las características de los fenómenos que se desarrollan en un microcanal, 

influenciadas no solo por las condiciones, composición y propiedades de los fluidos 

actuantes como FD y FC sino también por la geometría del canal, en este trabajo de 

Tesis, seleccionamos solamente dos configuraciones de dispositivos, la juntura T y la 

juntura Cruz, para analizar los posibles mecanismos de generación de gotas. 

 

Microcanales en forma de cruz: las fases confluyen de manera ortogonal y el flujo 

elongacional produce adelgazamiento de la corriente central hasta que la misma se 

segmenta en gotas que fluyen agua abajo (Figura 13). 

 

 

Figura 13: Esquema ✟✝ ✡✁ ☞☛✆✂☛✄✁ ✂✎✍☎ ✑�✄☛✒✓ ✍✁✄✁ ✡✁ ✁✝✆✝✄✁✏✎✂✆ ✄✎✏✄☎✠✡☛✌✟✎✏✁ ✟✝ ✁☎✂✁✞☎  
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Microcanales en forma de T: cada canal porta fluidos de fases diferentes, y las 

tensiones de corte de un fluido sobre el otro producen segmentación de la corriente que 

ingresa por el canal transversal, lo cual resulta en la formación de microgotas que se 

desplazan en la corriente de la FC (Figura 14). 

 

 

Figura 14: Esquema ✟✝ ☞☛✆✂☛✄✁ ✂✎✍☎ ✑�✓ ✍✁✄✁ ✡✁ ✁✝✆✝✄✁✏✎✂✆ ✄✎✏✄☎✠✡☛✌✟✎✏✁ ✟✝ ✁☎✂✁✞☎  

 

Dependiendo de la composición de las fases FD y FC, este tipo de dispositivos 

permite obtener una diversidad de sistemas. Para ello, se utilizan generalmente canales 

hidrofóbicos para emulsiones W/O, mientras que se utilizan canales hidrofílicos para 

obtener emulsiones O/W (Zhao & Middelberg, 2011). 

Las microgotas generadas pueden ser utilizadas para solubilizar y proteger 

fármacos y nutrientes, dirigir drogas o agentes de contraste hacia órganos o tejidos 

específicos, encapsular células, entre otras aplicaciones (Huang et al., 2006; Xue et al., 

2015). Dependiendo del diseño particular, se generan diferentes problemas a resolver 

ya sea de índole fisicoquímico y/o fluidodinámico. 

Desde el punto de vista fluidodinámico, los dispositivos microfluídicos, a través 

del control de diversos parámetros (material y tamaño de los microcanales, caudales de 

ambas fases, viscosidad de las FD y FC, etc.) permiten obtener microgotas de tamaño 

controlado, regular y constante en el tiempo (Garstecki et al., 2006; Christopher & Anna, 

2007; Khan et al., 2013).  

 

1.1.2. Fabricación de dispositivos microfluídicos: Materiales y métodos. 

Uno de los principales desafíos para la fabricación de microdispositivos tiene su 

origen en la necesidad de crear estructuras precisas y altamente funcionalizadas que 

posean microcanales tridimensionales. A lo que debe agregarse la potencial reducción 

de costo de fabricación, el consumo de reactivos, el tiempo de análisis, el aumento de 

eficiencia y la portabilidad del dispositivo (Gale et al, 2018; Convery & Gadegaard, 

2019). Todo ello ha convertido a la microfabricación en un área importante de 
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investigación para distintas aplicaciones microfluídicas (Brecher et al., 2015; Catarino et 

al., 2017).  

Los sustratos típicos incluyen vidrio (Hwang et al., 2019), silicio (Nielsen et al., 

2019), metales (James et al., 2020), polímeros (Sticker et al., 2020) y cerámica (Malecha 

et al., 2019), pero la diversidad y la calidad de los materiales están aumentando 

continuamente en función de las necesidades y principalmente de las ventajas y 

desventajas de su empleo (Niculescu et al, 2021). Los primeros dispositivos 

microfluídicos típicamente utilizaban silicio, cuarzo o materiales de vidrio a los que se 

sometía a procesos de microfabricación, grabado y de deposición mediante métodos 

químicos. Sin embargo, estos enfoques tradicionales de microfabricación presentan 

varios aspectos negativos:  

� El costo del sustrato por unidad de área es alto. 

� El proceso es largo y costoso. Por lo general, se requieren pasos iterativos para 

la limpieza, el estampado, el grabado y la deposición. 

� Estos procesos se suelen llevar a cabo en un entorno de sala limpia. 

� El perfil acabado es limitado, con canales poco profundos o circulares, debido a 

las características del proceso de grabado. 

� Algunas propiedades físicas de los materiales tradicionales no son deseables. 

Las biomoléculas, por ejemplo, tienden a adherirse a una superficie de silicio. El 

tratamiento químico previo puede prevenir el problema de adherencia, pero el 

riesgo de contaminación es mayor. El silicio tampoco es un aislante eléctrico y 

puede plantear problemas para algunos sistemas de bombeo como el electro-

osmótico. Además, el silicio tampoco es transparente y, por lo tanto, no es 

adecuado para la detección óptica. El cuarzo y el vidrio requieren altas 

temperaturas y tensiones para la unión, lo que puede ser problemático para la 

fabricación de dispositivos (Boswell et al., 2018). 

En general, el costo de producción y algunas limitaciones físicas de los 

materiales plantean dificultades para su amplio uso en aplicaciones de dispositivos 

microfluídicos. Es por esto que desde hace tiempo se ha centrado la atención en los 

polímeros como materiales de fabricación para dispositivos microfluídicos debido a sus 

características únicas: 

� Son relativamente baratos en comparación con el silicio. Esta característica es 

especialmente importante para la producción en masa o el uso desechable en 

aplicaciones biomédicas. 

� Disponen de una amplia gama de propiedades de material para adaptarse a las 

necesidades de los procesos y dispositivos. 
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� Pueden ofrecer buena transparencia óptica, aislamiento eléctrico o buena 

permeabilidad a los gases, lo que es importante para las algunas aplicaciones 

(Waldbaur et al., 2011; Scott & Ali, 2021). 

Los polímeros se clasifican en términos de la química de los monómeros, pero 

también es posible una clasificación física en tres categorías que dependen de la medida 

en que los polímeros cambien de forma cuando se exponen al calor: termoestables, 

termoplásticos y elastómeros. Si las cadenas de polímero están altamente 

interconectadas, entonces la red es estable con la temperatura y el material se clasifica 

como un termoestable (ej.SU-8). En el caso de los termoplásticos, las cadenas de 

polímero no están entrecruzadas, por lo que son capaces de moverse dentro del 

material, especialmente a temperaturas elevadas. Los polímeros termoplásticos se 

ablandan cuando el material se calienta por encima de la temperatura de transición 

vítrea, el punto donde los polímeros se vuelven similares al caucho y son deformables, 

lo que los hace adecuados para ser moldeados con moldeo por inyección o estampado 

en caliente. Los polímeros termoplásticos se pueden clasificar como cristalinos u 

amorfos, teniendo el primero un rango de transición vítrea estrecho y el segundo un 

rango amplio.  

Los elastómeros son polímeros débilmente entrecruzados que cambian su forma 

bajo fuerza externa y regresan a la forma original después de que se elimina la fuerza. 

En este caso, la transición vítrea está por debajo de la temperatura de funcionamiento 

y por lo tanto son similares al caucho y pueden deformarse sin presión excesiva, lo que 

los hace ideales para la implementación de microválvulas y microbombas (Scott & Ali, 

2021). 

En la actualidad hay una amplia variedad de polímeros que se utilizan para fabricar 

micro dispositivos de laboratorio, de acuerdo a las propiedades deseadas. Entre los más 

comunes se destacan el poli-dimetilsiloxano (PDMS), poli metacrilato de metilo (PMMA), 

polietileno de alta densidad, polietileno de baja densidad, poliamida 6 y el fotorresistente 

a base de epoxi SU-8 (Pinto et al., 2014; Lim et al., 2015; Catarino et al., 2017). También 

se pueden citar otros polímeros tales como policarbonato, poliestireno, cloruro de 

polivinilo, poliimida y la familia de los polímeros cíclicos de olefina (Squires & Quake, 

2005; Baroud et al., 2010). El PDMS y el PMMA han sido ampliamente utilizados para 

micro sistemas porque tienen bajo costo, son transparentes y su flexibilidad permite la 

integración de actuadores elastoméricos y elementos ópticos en los dispositivos 

diseñados (Wong & Ho, 2009; Scholten & Meng, 2015). El SU-8 también ha ganado 

importancia principalmente debido a su uso como material para moldes. Su 

fotosensibilidad permite obtener estructuras de cualquier forma y tamaño (Pinto et al., 
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2014; Lim et al., 2015). En este trabajo de Tesis se utilizó el termoplástico PMMA para 

el desarrollo de los distintos prototipos. 

La fabricación de microcanales involucra una amplia gama de técnicas, que 

fueron adaptadas de otras aplicaciones o desarrolladas para este fin, evolucionando 

desde la microelectrónica (Jain et al., 2022). Las técnicas para la fabricación de 

microcanales se seleccionan teniendo en cuenta el material de fabricación y aplicación 

a la que se destinará; entre los métodos más utilizados, se pueden describir en forma 

general los siguientes: 

 

Métodos mecánicos 

Dentro de las técnicas mecánicas, unas de las más utilizadas son el estampado 

en caliente (Schift et al., 2000; Jáuregui et al., 2010) y el moldeo por inyección, donde 

los moldes que crean las microestructuras se calientan a una temperatura superior a la 

temperatura de transición vítrea de los polímeros y, por lo tanto, los polímeros se pueden 

inyectar en los moldes. A medida que el polímero se solidifica en el molde se contrae 

significativamente, por lo que se tiene que suministrar al molde una masa fundida 

adicional para compensar la contracción (Huang & Lin, 2017; Zhang et al., 2017). El 

moldeo por inyección de piezas de polímero con características a microescala ha dado 

muy buenos resultados en aplicaciones como partes médicas, electrónicas, ópticas, 

dispositivos microfluídicos, entre otros (Hong et al., 2020). 

 

Métodos químicos 

Las técnicas químicas más utilizadas son el grabado húmedo, seco, el 

mecanizado por descarga electroquímica y la litografía. Generalmente se utilizan para 

el gravado de canales en sustratos como cerámica, vidrio y silicio, mediante la remoción 

o deposición de material sobre ellos (Elvira et al., 2022). El grabado húmedo utiliza para 

la remoción de material ácidos fuertes (fluorhídrico) y permite gravar muchas obleas 

simultáneamente, pero esto es una limitación por tratarse de sustancias altamente 

corrosivas y riesgosas para su manipulación. El grabado en seco (grabado reactivo de 

iones) permite la creación de perfiles de canales más precisos utilizando para remover 

el material un bombardeo iónico direccionado. Se utiliza comúnmente para sustratos 

transparentes. 

El mecanizado por descarga electroquímica es un proceso de fabricación no 

convencional que utiliza una chispa generada electroquímicamente y la alta temperatura 

de ella elimina el material no deseado ya sea térmica o químicamente (Hwang et al., 

2019). 
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La litografía es una de las técnicas de fabricación de microcanales más utilizadas 

e incluye técnicas como la fotolitografía, la litografía de haz de electrones, la litografía 

de haz de iones, la litografía blanda, la litografía de nanoimpresión y la litografía de rayos 

X. La técnica de fotolitografía en forma general implica la generación de una máscara 

(típicamente una capa de patrón de cromo en una placa de vidrio) que cubre el sustrato 

(como silicio, vidrio o GaAs) con polímero fotorresistente. Se irradia luz ultravioleta a 

través de la máscara sobre el polímero fotorresistente, lo que origina que se transfiera 

el patrón de la máscara a la capa fotorresistente sobre el sustrato generando un molde 

o un sello con un patrón de relieve. Si bien la técnica es muy utilizada para la generación 

de dispositivos, presenta inconvenientes: control limitado sobre las sobre las 

propiedades de la superficie (incapacidad para grabar en superficies curvas), largo 

tiempo desde el diseño hasta el prototipo y la necesidad de fabricación en salas limpias 

(Ziaie et al., 2004; Pal & Sato, 2009). La litografía suave es la técnica de litografía más 

utilizada, sobre todo con polímeros elastoméricos. Estos, son fundidos y curados sobre 

un sello (oblea) de silicio positivo. Después del curado el polímero se retira del sello (Qin 

et al., 2010; Rodrigue et al., 2015; Catarino et al., 2017; Geng et al., 2020; Matsumoto 

et al., 2020; Mondal et al., 2020; Liu et al., 2021). Esta técnica de fabricación también 

requiere de su ejecución en salas limpias. 

 

Micromecanizado basado en láser 

El micromecanizado láser es ampliamente utilizado para fabricar microcanales 

precisos. Esta técnica se puede utilizar para corte, perforación, mecanizado y grabado, 

obteniéndose una buena terminación y cortes precisos en comparación con otros 

métodos, pudiéndose adaptar a una amplia gama de materiales, desde aleaciones 

metálicas hasta materiales no metálicos y materiales compuestos, especialmente 

polímeros (Dubey & Yadava, 2008; Mushtaq et al., 2020). La velocidad y potencia del 

láser, tipo y presión de gas de asistencia, espesor y tipo de lámina del polímero, así 

como el modo de funcionamiento (onda continua o modo pulsado) son los parámetros 

que deben controlarse, ya que juegan un papel importante en el tamaño y la profundidad 

de los canales microfluídicos y en el corte de los sustratos (Choudhury, 2010; Ahmed et 

al., 2016). Si la potencia del láser es muy baja y la velocidad es rápida, daría lugar a un 

grabado superficial. Mientras que, si la potencia se mantiene alta y la velocidad del láser 

es lenta, el láser cortaría a través del material. Por lo tanto, se deben elegir los ajustes 

de potencia y velocidad óptimos con respecto al espesor de los materiales (Benton et 

al., 2019; Singh et al., 2020). 
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El principio básico del micromecanizado laser es la ablación (Becker & Gärtner, 

2000). En relación a este proceso, en forma general, cuando un haz concentrado de 

radiación láser incide sobre una superficie, los electrones presentes en el sustrato son 

excitados por los fotones láser generando calor. Los efectos de calentamiento provocan 

la fusión o vaporización del material, resultando en la eliminación de materiales 

macroscópicos del sustrato (Prakash & Kumar, 2015; Hoffman, 2015; Ahmed et al., 

2016). 

La calidad de la resolución final dependerá no sólo de propiedades del material 

tratado (conductividad térmica, coeficiente de absorción, reflectancia), sino también de 

aquellas inherentes al laser, como monocromaticidad, direccionalidad del haz, longitud 

de onda, frecuencia de repetición. El efecto directo del punto focal del láser sobre la 

velocidad de grabado, la redeposición de los residuos y las microestructuras formadas 

en la superficie de la muestra, serán funcionales a los parámetros mencionados (Wang 

et al., 2008). 

En este trabajo de Tesis se eligió la técnica de micromecanizado por ablasión 

laser, debido a que esta metodología permite la fabricación de dispositivos 

microfluídicos en laboratorios convencionales, evitando el uso de salas limpias y 

reduciendo significativamente los costos de fabricación. Asimismo, la practicidad y bajo 

costo del método, permite una más rápida optimización de los procesos de generación 

de microgotas mediante un rediseño iterativo de prototipos. 

 

1.1.3. Sistemas de bombeo 

El sistema de bombeo es esencial para controlar el flujo y manipular los fluidos 

a través de los microcanales del dispositivo microfluídico. Los sistemas de generación 

de flujo pueden dividirse en dos grandes grupos: sistemas de generación de f lujo pasivo 

y sistemas activos (Han, W. & Chen, X., 2021). Los sistemas pasivos basan su 

funcionamiento en el flujo de los fluidos a través de los canales del dispositivo bajo la 

acción de fuerzas tales como la gravitacional, capilar, osmótica, tensión superficial, 

succión al vacío o la presión. Estos sistemas no requieren de piezas mecánicas 

complejas, por lo que pueden emplearse para aplicaciones microfluídicas portátiles y de 

bajo costo (Zhu, P., & Wang, L., 2017; Xu et al., 2020).  

Los sistemas activos se basan en bombas de jeringa automáticas, microbombas, 

válvulas electromagnéticas y magnéticas, bombas de vacío, fuerzas térmicas e 

interacciones electrocinéticas. Los métodos de bombeo activo son más complicados, 

pero se han vuelto más ampliamente utilizados debido a que durante los últimos años 

se ha logrado un control de flujo continuo más preciso (Lake et al., 2017). La versatilidad 
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de los sistemas microfluídicos autónomos se puede aumentar mediante el uso de 

elementos mecánicos miniaturizados adicionales integrados en el dispositivo, lo que 

permite experimentos multi-etapa altamente controlados que no se pueden lograr con 

sistemas pasivos y dispositivos manuales (Zhou et al., 2016; Iakovlev et al., 2022). 

En este trabajo de Tesis se utilizaron bombas de infusión de jeringa, lo cual 

permitió controlar el flujo de fluidos de manera externa al dispositivo (componente 

independiente), con poca necesidad de intervenciones del analista, con un buen 

rendimiento y resultando muy económico.  

 

1.1.4. Conectores 

Al considerar la forma en que se conectará el dispositivo microfluídico a otros 

dispositivos externos, se deben tener en cuenta otros aspectos, como:  

� A qué dispositivos se conectará. 

� Las entradas y salidas de fluidos posicionadas en un plano o perpendicular al 

dispositivo. 

� Si es de aplicación específico. 

� Área ocupada por conexiones. 

� Proceso de fabricación (Si es un conector estándar o hecho en función de la 

aplicación). 

� Tolerancia a la presión y a la temperatura a la que se someterá por el paso de 

fluidos. 

� Compatibilidad entre materiales utilizados. 

� Volumen muerto generado en las conexiones. 

� Esterilidad. 

� Permeabilidad. 

� Tipo de muestra a circular por las conexiones de entrada y salida. 

� Precio. 

Las interconexiones microfluídicas necesitan proporcionar una baja caída de 

presión y volumen muerto y un sello hermético, junto con un funcionamiento confiable 

bajo usos múltiples (Perozziello et al., 2016). La adopción de un diámetro de entrada de 

tamaño estándar facilita la interconexión con otras plataformas que utilizan el mismo tipo 

de conectores, así como la conectividad con la mayoría de los equipos externos como 

dispositivos HPLC y espectrómetros de masas (Kirby & Wheeler, 2013) o 

espectrofotómetros Raman (Perozziello et al., 2016), así como bombas de jeringa. 
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1.2. Objetivos parciales 

Los objetivos planteados para este capítulo son: 

Objetivo 1: Diseñar y construir dispositivos microfluídicos para la producción de 

microgotas. 

Objetivo 2: Generar microgotas y micropartículas monodispersas y de tamaño 

controlado. 

 

 

1.3. Materiales y métodos 

1.3.1. Construcción de dispositivos microfluídicos  

Para construir los dispositivos microfluídicos se utilizaron placas de PMMA 

cristalino (Acrílicos Norglas, Santiago, Chile). Se trabajó con placas con un espesor de 

4 mm con las cuales se confeccionaron dispositivos con láminas superpuestas, como 

se describirá en detalle a continuación. 

El corte de placas de PMMA (parte superior e inferior) se realizó utilizando una 

plataforma láser de CO2 ULTRA X6000 (PLS Platform, Universal Laser System, 

Scottsdale, EE. UU.). Los parámetros establecidos para realizar el corte fueron 120 W 

de potencia y velocidad de posicionamiento del haz láser de 20 m.min-1. Se diseñaron 

prototipos de dispositivos con dos configuraciones para generación de microgotas: 

juntura en forma de cruz y juntura en forma de T. Para ello, se obtuvieron placas de 30 

mm de ancho y 80 mm de largo para chips con juntura en cruz y placas de 40 mm de 

ancho y 70 mm ✑✒ ✓✡☛�✖ ✕✡☛✡ ✘✁✔✕✏ ✘✖✍ ☞✌✍✎✌☛✡ ✗✂✚✄ 

Luego de obtenidas las placas, en la placa inferior de los respectivos prototipos 

se gravaron los canales mediante ablasión, utilizando una potencia de 68 W y velocidad 

de posicionamiento del haz láser de 40 m.min-1. Luego de la juntura, el canal se continuó 

en forma de serpentina para aumentar su longitud, permitiendo la estabilización de la 

gota ya formada antes de alcanzar el ducto de salida. El ancho del canal se determinó 

mediante microscopía óptica (DM750, Leica Microsystems, Heerbrugg, Suiza) con 

cámara digital ICC50W integrada, midiendo en diferentes zonas del dispositivo y 

obteniendo un valor promedio.  

En la placa superior se realizaron perforaciones mediante frezado para insertar 

los conectores de entrada y salida en los que se colocan las mangueras para la 

inyección de los fluidos. Las longitudes de los microcanales y sus configuraciones se 

pueden observar en los planos diseñados para cada dispositivo (Figuras 15 y 16).   
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Seguidamente, las placas de PMMA se unieron térmicamente. Para ello, se 

calentaron, induciendo la formación de entrecruzamientos entre las macromoléculas 

para generar una unión permanente (Bamshad et al., 2016; Liga et al., 2016). 

 

 

Figura 15: Diseño del dispositivo con juntura en cruz utilizado para el control computarizado del 

láser. (a) Placa inferior. (b) Placa superior.  

 

 

Figura 16: �✎✞✝✁☎ ✟✝✡ ✟✎✞✍☎✞✎✂✎✂☎ ✏☎✆ ☞☛✆✂☛✄✁ ✝✆ ✑�✓ ☛✂✎✡✎✒✁✟☎ ✍✁✄✁ ✝✡ ✏☎✆✂✄☎✡ ✏☎✄✍☛✂arizado del 

láser. (a) Placa inferior. (b) Placa superior.  
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Previo al proceso de unión de ambas placas se realizó un protocolo de limpieza 

con agua ultrapura para eliminar todas las impurezas provenientes tanto del proceso de 

ablasión láser como del fresado mecánico, dejándose escurrir a temperatura ambiente. 

Posteriormente, las superficies de PMMA se mojaron con etanol 99% (Cicarelli, San 

Lorenzo, Argentina.), se ensamblaron y prensaron con pinzas tipo Binder clip de 25 mm 

(SIFAP, Buenos Aires, Argentina). Luego, el dispositivo se puso en un horno 

precalentado (Yamato, Modelo ADP310C, Santa Clara, EE.UU.). Se ensayaron 

diferentes condiciones, hasta obtener las condiciones óptimas de 75 °C durante 10 min. 

Una vez concluido este tiempo, se retiró el dispositivo del horno, dejándose enfriar a 

temperatura ambiente. Para finalizar, se retiraron las pinzas para equilibrar la presión 

sobre las placas y se ajustaron los conectores con rosca M5, quedando el dispositivo 

listo para su uso.  

 

1.3.2. Ensayos de funcionamiento de los dispositivos 

Para realizar las pruebas de concepto de los dispositivos diseñados, se decidió 

trabajar con una FC de aceite de oliva y una FD de soluciones de alginato sódico.  

Para la preparación de las soluciones, se utilizó alginato sódico de baja 

viscosidad Kelgin® LV (Kelco, Atlanta, USA). Se dispersó la cantidad necesaria de 

alginato sódico bajo agitación constante a 25 °C en agua ultrapura. Una vez finalizado 

este procedimiento la solución resultante se mantuvo bajo agitación durante 30 min. 

para garantizar disolución completa. Unos minutos antes de finalizar el tiempo 

establecido, se agregó azida sódica en una concentración final de 0.02 % p/v para 

prevenir de la degradación microbiana. Las soluciones resultantes se dejaron reposar 

toda la noche en heladera. Al día siguiente, se volvieron a atemperar a 25 ºC antes de 

usar. Las concentraciones de alginato sódico analizadas fueron 1.0, 1.5 y 2.0 % p/v. 

Asimismo, se prepararon soluciones de cloruro de calcio dihidrato (Anedra, Buenos 

Aires, Argentina) en una concentración de 20 % p/v mediante disolución de la sal en 

agua ultrapura. Esta solución se utilizó para inducir la gelificación externa de la FD una 

vez formadas las microgotas como se describirá a continuación. 

 

1.3.3. Optimización de regímenes de flujo para la obtención de microgotas 

La Figura 17 muestra el sistema completo. Los dispositivos microfluídicos 

fabricados se alimentaron con jeringas plásticas descartables de 10mL (Coronet, 

Jiangsu Medical Equipment Co, China) accionadas por bombas de infusión continua 

(Modelo PC11UBT, Apema, Villa Domínico, Argentina). En una de las jeringas se cargó 

solución de alginato sódico (FD) y en la otra, aceite de oliva comercial (FC). Se 
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exploraron diferentes regímenes de flujo fijando caudales en el rango de 0.1 mL.h-1 a 

4.0 mL.h-1, para ambas fases. En cada prueba se evaluó el mecanismo de formación de 

las microgotas y la estabilidad del flujo continuo.  

Las microgotas generadas se recolectaron en la solución de cloruro de calcio 

dihidrato 20 % p/v con agitación mecánica moderada utilizando un agitador magnético 

(IKA C-MAG HS7 digital, Staufen, Germany). Las micropartículas obtenidas luego de la 

gelificación externa se caracterizaron con un microscopio óptico Leica DM750 con 

cámara digital integrada Leica ICC50W (Leica Microsystems, Heerbrugg, Suiza). 

 

 

 

Figura 17: Dispositivo completo para la obtención de micropartículas. 

 

 

1.4. Resultados y discusión. 

La Figura 18 muestra los prototipos de dispositivos fabricados. Mediante la 

puesta a punto de la metodología descripta en la sección 1.3.1, se obtuvieron prototipos 

con microcanales con ancho promedio de 360 µm (Se asumió sección de los canales 

cuadrada). Asimismo, se logró un pegado homogéneo dejando los microcanales bien 

definidos, lo que permitió la generación de flujos laminares sin perturbaciones. 
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Figura 18: Diferentes prototipos de dispositivos microfluídicos fabricados y probados. (a) 

�✎✞✍☎✞✎✂✎✂☎ ✏☎✆ ☞☛✆✂☛✄✁ ✑�✄☛✒✓ � ✏☎✆✝✏✂☎✄✝✞ ✟✝ ✝✆✂✄✁✟✁ � ✞✁✡✎✟✁ con roscas M5; (b) Dispositivo 

✏☎✆ ☞☛✆✂☛✄✁ ✑�✓ � ✏☎✆✝✏✂☎✄✝✞ ✟✝ ✝✆✂✄✁✟✁ � ✞✁✡✎✟✁ con roscas M5. 

 

Para determinar las condiciones operativas más favorables, se exploraron 

diferentes relaciones de flujo entre la FC y la FD. Después de explorar diferentes 

condiciones en ambos prototipos de dispositivos, se seleccionó la solución de alginato 

de sodio 1.5 % p/v como concentración óptima para conformar la fase dispersa. 

Utilizando concentraciones menores, no se lograron formaciones de gotas homogéneas 

y con concentraciones superiores, ocurrían gelificaciones indeseadas dentro de los 

microcanales provocando obstrucciones.  

 

Determinación de condiciones operativas para dispositivo con juntura cruz y T 

En la Figura 19, s✒ ✁✌✒✏✎☛✡ ✒✍ ✌✍ ✑✔✏✕✖✏✔✎✔✂✖ ✘✖✍ ☞✌✍✎✌☛✡ ✗✄☛✌✙✚✛ ✒✓ ✒☎✒✘✎✖ ✏✖✆☛✒

la formación de gotas cuando se varía el caudal de la FD de 0.1 mL.h-1 a 4.0 mL.h-1, 

para un caudal constante de la FC de 3.5 mL.h-1, utilizando una solución de 1.5 % p/v 

de alginato de sodio. Las imágenes fueron tomadas utilizando un microscopio USB 

enfocando la zona del dispositivo donde se produce la formación de la microgota.  

El efecto de la variación de los caudales de la FD para un caudal fijo de FC, se observa 

claramente en la secuencia de imágenes de la Figura 19. 

En la Figura 19a y 19b se observa que para 0.1 mL.h-1 de FD y 0.5 mL.h-1, 

respectivamente, el flujo elongacional produce la segmentación de la corriente central. 

A mayores caudales de la FD, el fenómeno de formación de gotas se dificulta, 

comenzándose a observar la formación de un co-flujo continuo de la misma sin que se 

produzca la ruptura, Figuras 19c, 19d, 19e y 19f. Por lo que, para estas relaciones de 

caudales, la relación óptima se verifica para un caudal de FC de 3.5 mL.h-1 y FD de 0.1 

mL.h-1 a 0.5 mL.h-1. 
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Figura 19: Efecto de la variación de flujo de la FD a flujo constante de FC (3.5 mL.h-1) en la 

formación de gotas (a) 0.1 mL.h-1, (b) 0.5 mL.h-1, (c) 1.0 mL.h-1, (d) 2.0 mL.h-1, (e) 3.5 mL.h-1, (f) 

4.0 mL.h-1. Imágenes obtenidas con microscopio USB. 

 

El efecto de la variación de los caudales de la FD para un caudal fijo de FC, se 

observa claramente en la secuencia de imágenes de la Figura 19. 

El mismo razonamiento de trabajo se utilizó para evaluar el efecto sobre la 

formación de microgotas cuando se mantiene constante el caudal de la FD se varía el 

caudal de la FC en el rango comprendido entre 0.1 mL.h-1 a 4.0 mL.h-1. En la Figura 20 

se evidencia el comportamiento de las fases a medida que se varía la relación de 

caudales. 

Los resultados obtenidos muestran que la mejor relación de caudales para 

formar las microgotas se evidencia cuando se opera a FD 0.1 mL.h-1 y FC de 3.5 mL.h-

1. 
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Figura 20: Efecto de la variación de flujo de la FC a flujo constante de FD (0.1mL/h) en la 

formación de gotas gotas (a) 0.1 mL.h-1, (b) 0.5 mL.h-1, (c) 1.0 mL.h-1, (d) 2.0 mL.h-1, (e) 3.5 mL.h-

1, (f) 4.0 mL.h-1. Imágenes obtenidas con microscopio USB. 

 

En la Figura 21 se muestra el funcionamiento del dispositivo con juntura cruz 

para estas condiciones específicas de trabajo. Se observó estabilidad de flujo del 

sistema, facilitando su puesta en régimen y mantenimiento del funcionamiento.  

 

 

Figura 21: �☎✄✍☎✄✂✁✄✎✝✆✂☎ ✟✝✡ ✟✎✞✍☎✞✎✂✎✂☎ ✏☎✆ ☞☛✆✂☛✄✁ ✑�✄☛✒✓ ✝✆ ✏☎✆✟✎✏✎☎✆✝✞ ✟✝ ✂✄✁�✁☞☎☎ (a) 

Elongación de FD en la juntura. (b) Ruptura de la FD y formación de la microgota. Las líneas 

cortadas delimitan los bordes del canal. Se adicionó colorante AO a la FD para lograr una mejor 

visualización de las microgotas. 
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Este resultado es alentador, dado que la estabilidad del flujo obtenido en este 

tipo de sistemas es uno de los mayores desafíos a superar para un adecuado diseño 

metodológico que permita una futura aplicación y escalado de estas tecnologías para 

producciones a nivel industrial.  

Debido a que se observó que el impacto del goteo sobre la solución de cloruro 

de calcio producía cierta deformación en las microgotas previo a la formación de 

micropartículas por acción del ion calcio, se decidió colocar una cánula a la salida del 

dispositivo de manera de sumergirla en la solución de recolección permitiendo una 

liberación más suave. Así, las partículas obtenidas resultaron homodispersas, con 

buena esfericidad y con tamaños comprendidos en los 200 y 300 µm (Figura 22).  

 

 

Figura 22: Micropartículas de alginato sódico obtenidas por gelificación externa utilizando un 

dispositivo m✎✏✄☎✠✡☛✌✟✎✏☎ ✏☎✆ ☞☛✆✂☛✄✁ ✑✏✄☛✒✓. Se adicionó a la FD colorante AO para lograr una 

mejor visualización de las microgotas. 

 

En la Figura 23✛ ✏✒ ✁✌✒✏✎☛✡ ✒✍ ✌✍ ✑✔✏✕✖✏✔✎✔✂✖ ✘✖✍ ☞✌✍✎✌☛✡ ✗✂✚✛ sobre el que se 

realizan los ensayos de optimización de relaciones de caudales, evaluando el efecto 

sobre la formación de gotas cuando se varía el caudal de la FD (solución de 1.5 % p/v 

de alginato de sodio) de 4.0 mL.h-1 a 0.1 mL.h-1, para un caudal constante de la FC de 

3.5 mL.h-1.  
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Figura 23: Efecto de la variación de flujo de la FD a flujo constante de FC (3.5 mL.h-1) en la 

formación de gotas(a) 0.1 mL.h-1, (b) 0.5 mL.h-1, (c) 1.0 mL.h-1, (d) 2.0 mL.h-1, (e) 3.5 mL.h-1, (f) 

4.0 mL.h-1. Imágenes obtenidas con microscopio USB. 

 

Se puede apreciar en la Figura 23a un efecto no deseado en el canal, ya que la 

FD se adhiere a las paredes. Esta situación no debería suceder ya que el PMMA se 

caracteriza por sus propiedades hidrofóbicas. Este efecto se pudo corregir variando la 

relación de caudales de las fases, hasta originar el desprendimiento de pequeños 

volúmenes de FD, donde, la dinámica de los fluidos generaba microgotas de tamaño 

variable que inestabilizaban el sistema (Figura 23b y 23c). En la Figura 23d se observa 

el sistema en régimen de generación de microgotas, para una relación de caudal de 

FC/FD igual a 3.5. Para una relación de caudales de 7, se observó la formación de gotas, 

pero no se mantenía una generación constante (Figura 23e). Para relaciones de 

caudales superiores ya no se generaban microgotas (Figura 23f). Por lo que el sistema 

bajo estas condiciones se estabilizaba en un rango acotado de relaciones de caudales. 

El mismo razonamiento de trabajo se utilizó para evaluar el efecto sobre la 

formación de microgotas cuando se mantiene constante el flujo de la FD y se varía el 
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caudal de la FC en el rango comprendido entre 4.0 mL.h-1 a 0.1 mL.h-1. En la Figura 24 

se evidencia el comportamiento de las fases a medida que se varía la relación de flujos. 

 

 
Figura 24: Efecto de la variación de flujo de la FC a flujo constante de FD (0.1mL/h) en la 

formación de gotas (a) 4.0 mL.h-1, (b) 3.5 mL.h-1, (c) 2.0 mL.h-1, (d) 1.0 mL.h-1, (e) 0.5 mL.h-1, (f) 

0.1 mL.h-1. Imágenes obtenidas con microscopio USB. 

 

En la Figura 24a se observa que cuando el flujo de la FC es de 4.0 mL.h-1 ingresa 

al canal portador de la FD, impidiendo que esta circule. A medida que la relación de 

flujos va variando conforme a la reducción del correspondiente a la FC, la FD comienza 

a elongarse en el canal por el que circula la FC, pero sin producirse su ruptura para 

formar la microgota (Figura 24b y 24c). Recién se observa ruptura y formación de 

microgotas cuando se da una relación de caudales de FD/FC de 0.2 (Figura 24d) y de 

formación continua cuando la relación es de 1 (Figura 24e). Para otra relación, la FD 

comienza a elongarse nuevamente, posiblemente debido a su carácter viscoelástico, 

con lo que el sistema sale de régimen de generación de microgotas (Figura 24f). 

Las imágenes fueron tomadas utilizando un microscopio USB enfocando la zona 

del dispositivo donde se produce la formación de la microgota. 
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En la figura 25 a y 25b, se muestra la generación de microgotas en las mejores 

condiciones de trabajo para caudales de 1.0 mL.h-1 FD y 3.5 mL.h-1 FC. 

 

 
Figura 25: �☎✄✍☎✄✂✁✄✎✝✆✂☎ ✟✝✡ ✟✎✞✍☎✞✎✂✎✂☎ ✏☎✆ ☞☛✆✂☛✄✁ ✑T✓ para FD 1.0 mL.h-1 y FC 3.5 mL.h-1. 

(a) Elongación de FD en la juntura. (b) Ruptura de la FD y formación de la microgota. Las líneas 

cortadas delimitan los bordes del canal. Se adicionó a la FD colorante amarillo ocaso para lograr 

una mejor visualización de las microgotas. 

 

Las micropartículas obtenidas presentaron variabilidad de tamaños y gran 

polidispersidad. Asimismo, se evidenció una pequeña deformación con pérdida de 

esfericidad luego de someterse a la gelificación externa con agitación (Figura. 26).  

 

 

Figura 26: Micropartículas de alginato sódico obtenidas por gelificación externa utilizando un 

dispositivo m✎✏✄☎✠✡☛✌✟✎✏☎ ✏☎✆ ☞☛✆✂☛✄✁ ✑�✓☎ �✝ ✁✟✎✏✎☎✆✂ ✁ ✡✁ FD colorante AO a la FD para lograr 

una mejor visualización de las microgotas. 
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 Con ambos dispositivos propuestos se lograron obtener microgotas y 

posteriormente micropartículas, luego del proceso de gelificación externa con solución 

de cloruro de calcio 20 % p/v. Posiblemente, el carácter no Newtoniano de la solución 

de alginato sódico, hizo que se observaran diferentes fenómenos en las etapas de 

deformación, ruptura y posterior liberación de las gotas de la juntura donde se 

generaban. Debido a este carácter no-Newtoniano pseudoplástico de las soluciones 

poliméricas, la variación del caudal de la FD conlleva a un cambio en la viscosidad de 

la solución. Para ambos dispositivos ensayados, el valor del Número Capilar (Ca) resultó 

de �✄�✁✂ ✄✄✡ ✞✞ 1) (flujo de la FC de 3.5 mL.h-1, un valor de viscosidad de 81 mPa.s 

para aceite de oliva a 20 °C y sección de canal de 1.29.10-7m2). Por lo que se evidencia 

que las fuerzas viscosas predominan sobre las fuerzas interfaciales y en la juntura el 

efecto fue muy notable. Es así, que se observaron muchas diferencias en el trabajo con 

ambos prototipos, en referencia al control del régimen de funcionamiento del sistema 

reaccionante, dispersidad de tamaño y características morfológicas de las 

microgotas/micropartículas. El dispositivo con juntura cruz resultó más versátil, 

pudiéndose mantener en régimen de trabajo continuo de forma más controlada y las 

propiedades reológicas de la solución de alginato, incluyendo la viscosidad intrínseca 

de la solución polimérica, fueron un aspecto importante a considerar. Tanto el peso 

molecular del polímero como su concentración en la solución afectaron la dinámica del 

proceso de ruptura y formación de microgotas (Christanti & Walker, 2001; Christanti & 

Walker, 2002). Para el caso de los fluidos poliméricos, el estudio de estos fenómenos 

fundamentales está emergiendo en la literatura y ciertamente merece más investigación 

(Wong et al., 2017). 

 

 

1.5. Conclusiones parciales 

A partir de los estudios descriptos en este capítulo, relacionados a la fabricación 

de dispositivos microfluídicos para la generación de micropartículas, se arribó a las 

conclusiones que se detallan a continuación:  

(i) Los dispositivos se diseñaron y construyeron íntegramente en laboratorios 

convencionales, sin la necesidad de uso de salas limpias, posibilitando un mayor acceso 

de estas tecnologías para su uso en los sectores académicos e industriales. 

(ii) Los materiales utilizados fueron adquiridos en su totalidad en comercios locales. 

(iii) La producción de dispositivos en PMMA micromaquinado posibilita la reducción de 

costos y disminuye tiempos de prueba en comparación con otros métodos de 

fabricación. 
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(iv) Las pruebas de concepto realizadas, utilizando una solución polímerica previamente 

estudiada como FD, permitieron evaluar los dispositivos bajo distintas relaciones de 

flujos entre fases con el fin de obtener microgotas, habiéndose encontrado condiciones 

operativas muy estables 

(v) El ✑✔✏✕✖✏✔✎✔✂✖ ✘✖✍ ☞✌✍✎✌☛✡ ✒✍ ✗✘☛✌✙✚ ✁✖✏✎☛� una mayor estabilidad de flujo, facilitando 

su puesta en régimen y mantenimiento del funcionamiento durante varias horas en 

forma continua. El dispositivo con juntura T presentó problemas de puesta en régimen, 

debido, sobre todo, a la adherencia de la FD a las paredes del canal que ocasionó 

obstrucciones. 

(vi) Ajustando variables operacionales tanto microfluídicas como químicas se logró 

obtener con el dispositivo de juntura cruz, micropartículas con un tamaño comprendido 

entre 200-300 µm, homodispersas y con muy buena esfericidad.  
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2.1. Introducción 

 Como se detalló en la introducción general de esta tesis, la interacción específica 

entre proteínas y polisacáridos puede utilizarse para la obtención de micropartículas 

encapsulantes, transformándolas en portadores de PAs (Davidov-Pardo et al., 2015; De 

Souza Simões et al., 2017; Semenova, 2017).  

 En el presente capítulo se presenta una metodología para la obtención de 

micropartículas compuestas por una mezcla de clara de huevo (EW) y k-carragenato 

(CG) mediante la utilización de dispositivos microfluídicos. Se hace una breve 

introducción de conceptos teóricos relativos a los biopolímeros utilizados como matriz 

constitutiva de las micropartículas. Luego, se describe la metodología microfluídica 

propuesta para generación de micropartículas y encapsulación de un PA hidrofílico 

modelo. Finalmente, se presentan las experiencias realizadas para evaluar la capacidad 

de liberación del activo encapsulado en un medio acuoso. 

 

2.1.1. Conceptos generales asociados a proteínas constitutivas del huevo de 

gallina 

El huevo de gallina (Gallus gallus domesticus) es uno de los alimentos 

necesarios para equilibrar los requisitos dietarios del cuerpo humano y una rica fuente 

de proteínas con un alto valor biológico. Proporciona una combinación equilibrada y 

única de nutrientes como ácidos grasos insaturados esenciales (ácido oleico y ácido 

linoleico), hierro, fosfato, oligoelementos y vitaminas liposolubles para personas de 

todas las edades (Huopalahti et al., 2007; Asghar & Abbas, 2012), por lo que es 

considerado por tecnólogos y nutricionistas como el alimento perfecto de la naturaleza. 

 

2.1.2. Estructura general del huevo 

La estructura del huevo, puede describirse en forma general como integrada por 

tres componentes principales: cáscara, clara (EW) y yema. 

La cáscara presenta una estructura semipermeable porosa, compuesta 

principalmente por carbonato de calcio (94%) (Chambers et al., 2017). Entre sus 

funciones más importantes se puede mencionar que: actúa como barrera protectora 

hacia el entorno, controla el flujo de agua y gas durante el desarrollo embrionario y el 

balance en la proporción de calcio para el desarrollo del pollito después de que se hayan 

agotado las reservas de la yema (Belitz et al., 2009). 

La EW es una fuente natural de proteínas de alta calidad, en forma de complejos 

de glicoproteínas, rica en aminoácidos esenciales, que forma un sistema coloidal 

específico, el cual contiene numerosos grupos de polipéptidos. Es un fluido no-
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Newtoniano pseudoplástico. El pH de la EW del huevo recién puesto es de 7.6-7.9 y 

puede aumentar hasta valores de 9.4 a 9.7, dependiendo de la temperatura, la cantidad 

de dióxido de carbono en el medio ambiente y del grado de sellado de la cáscara que 

permita la difusión del dióxido de carbono a través de ella (Mine, 1995; Hammershøj et 

al., 2002; Nys et al., 2004). 

La yema es también un fluido no-Newtoniano pseudoplástico. Su pH es 6.0, 

aunque puede aumentar ligeramente durante un almacenamiento prolongado (Nys et 

al., 2004). Es fuente de antioxidantes, aminoácidos aromáticos, carotenoides, vitaminas, 

fosfolípidos y proteínas, que no sólo proporcionan valor nutricional, sino también actúan 

a favor de la salud propiciando múltiples beneficios mediante su ingestión (Song & 

Kerver, 2000; Singh et al., 2012; Lesnierowski & Stangierski, 2018). 

Según algunos autores, la distribución porcentual promedio de las estructuras 

mencionadas, comprende a la yema en el centro (30%) rodeada de EW (60%) y ambas, 

encerradas por membranas dentro de la cáscara (10%) (Nys et al., 2004; Belitz et al., 

2009; Chambers et al., 2017).  

 

2.1.3. Proteínas mayoritarias presentes en la EW 

 Dado que en este trabajo de Tesis se utiliza la EW como componente de la FD, 

se presentan en la tabla 1 las proteínas predominantes en su constitución porcentual y 

sus puntos isoeléctricos. 

 

Tabla 1: Composición porcentual de la EW y puntos isoeléctricos de las proteínas principales. 

Proteína Porcentaje (%) Punto isoeléctrico 

Ovoalbúmina 54 4.5 

Ovotransferrina 12 6.1 

Ovomucoide 11 4.1 

Ovomucina 3.5 4.5-5.0 

Lisozima 3.5 10.7 

 

A continuación, se describen algunas características relevantes de estas proteínas, 

tanto desde el punto de vista tecnofuncional como fisiológico (Jin et al., 2022; Sun et al., 

2022).  

 

Ovoalbúmina 

Es una fosfoglicoproteína monomérica con un peso molecular de 44.5 kDa. Es 

la única proteína de la EW que contiene grupos sulfhidrilos libres (Mine, 1995) y 
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aproximadamente el 5% de ella existe en la S-forma, mientras que, más del 50% de la 

ovoalbúmina se convierte en forma irreversible a la especie S durante el 

almacenamiento. Un pH de alrededor de 9.2 y una temperatura alta (85 a 95 °C) 

aumentan la tasa de conversión (Donovan & Mapes, 1976). 

La mayoría de las propiedades de la ovoalbúmina y la S-ovoalbúmina son 

idénticas. Las diferencias entre estas proteínas se presentan sólo en condiciones de 

desnaturalización. La S-ovoalbúmina es una forma más estable al calor, con un marcado 

aumento en la temperatura de desnaturalización. La temperatura de desnaturalización 

de la ovoalbúmina es de 81.6 a 84.5 °C, mientras que para la S-ovoalbúmina es de 89.0 

a 92.5°C. Es por esto que las temperaturas de coagulación de la EW fresca y alterada 

por almacenamiento difieren en 10 °C (Donovan & Mapes, 1976; Hammershøj et al., 

2002; Shinohara et al., 2007).  

El tratamiento térmico de la EW por encima de la temperatura de 

desnaturalización expone los aminoácidos no polares y que contienen sulfhidrilo de las 

proteínas de la EW, permitiendo interacciones hidrofóbicas y disulfuro. La formación de 

tales interacciones y enlaces conduce a la formación de un hidrogel viscoelástico fuerte 

(Weijers et al., 2006; Raikos et al., 2007; Zhu & Wang, 2017).  

 

Ovotransferrina (Conalbúmina) 

Es una glicoproteína monomérica perteneciente a la familia de las transferrinas 

con un peso molecular de 76 kDa y consiste en una cadena de péptidos que contiene 

una unidad de oligosacáridos hecha de cuatro manosas y ocho residuos de N-

acetilglucosamina (Belitz et al., 2009). 

Se conocen cuatro tipos principales de transferrina de unión al hierro: transferrina 

sanguínea (serotransferrina); lactotransferrina de leche (lactoferrina); 

melanotransferrina asociada a la membrana y ovotransferrina de EW (Crichton et al., 

1990). Aunque estos cuatro tipos de transferrina tienen funciones fisiológicas distintas, 

todas sirven para controlar los niveles de hierro en los fluidos biológicos y, por lo tanto, 

poseen características conservadas. La producción de ovotransferrina en los huevos 

está bajo el control de hormonas esteroides (estrógenos, progestinas, glucocorticoides 

y andrógenos), que proporcionan una secreción de ovotransferrina de alto nivel en la 

EW durante su biosíntesis. 

 

Ovomucoide 

Es una proteína altamente glicosilada con un peso molecular de 28 kDa, pero la 

banda en SDS-PAGE aparece entre 30 a 40 kDa. Ovomucoide es conocida como un 
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inhibidor de la tripsina secretora pancreática, tiene un sitio reactivo putativo para la 

inhibición de la serina proteasas y se considera un alérgeno alimentario importante en 

EW. 

Cada molécula de ovomucoide se une a una molécula de tripsina y la estructura 

tridimensional se asegura con 3 enlaces disulfuro en ella (Abeyrathne et al., 2013; 

Erwanto & Sukarno, 2023). 

 

Ovomucina 

Es una glicoproteína sulfatada, caracterizada por un alto peso molecular (PM = 

5.5-8.3.103 kDA) y una estructura de subunidades (Sato & Kato, 1980; Itoh et al., 1987; 

Belitz et al., 2009). Estas subunidades tienen diferentes composiciones de aminoácidos 

y diferentes cantidades de carbohidratos (Watanabe et a., 2004), lo que origina una 

estructura macromolecular altamente polimerizada como la de las mucinas de 

mamíferos (Gallagher & Corfield, 1978), que se apoya firmemente con la participación 

de puentes disulfuro entre ellas (Geng et al., 2017). 

 

Lisozima 

�✁ ✂✄☎ ✆✄✝✞✟☎ ✠✂✆ ✡✂✆☛✆ ☞✞☛✌✍✎✞✝☎✌ ✆✎ ✆✄✎☎✏✆ ✑ ✆✄✒✌✆ ✆✎ ✓✏✞☛✍ ✔-

acetilneuramínico y la N-acetilglucosamina en la pared celular bacteriana (Huopalahti et 

al., 2007); es por esto que recibe el nombre de N-acetil-hidrolasa-murámica y posee 

lisina y leucina en el enlace N-N y C-terminal, respectivamente. El peso molecular de la 

lisozima es de 14.4 kDa y consiste en una sola cadena polipeptídica con 129 

aminoácidos. 

Se han encontrado muchas formas de lisozima, pero la lisozima del huevo es la 

más soluble y estable entre ellas. En la naturaleza se encuentra como un monómero, 

pero ocasionalmente está presente como un dímero con más estabilidad térmica. Se 

considera una proteína básica fuerte en la EW (Huopalahti et al., 2007). La lisozima 

tiene 4 puentes de disulfuro que conducen a una alta estabilidad térmica. Tiene 

tendencia a unirse a proteínas con carga negativa como la ovomucina de la EW (Wan 

et al., 2006; Zhao et al., 2021). 

 

2.1.4. Propiedades tecnofuncionales asociadas a las proteínas de EW 

La compleja composición del huevo presenta características particulares en cada 

una de sus fracciones asociadas a su carácter multifuncional. La desnaturalización de 

proteínas globulares bajo condiciones variables puede conducir a una gran variedad de 

propiedades tales como solubilisación, coagulación, gelificación, emulsificación, unión 
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al agua y capacidad de formación de espumas, que intervienen favorablemente en la 

constitución de distintos sistemas involucrados en la industria alimenticia, farmacéutica 

y biotecnológica (Zhu et al., 2018). En especial, la capacidad de gelificación de la EW 

se emplea cada vez más para modificar la consistencia y las propiedades texturales de 

los sistemas alimentarios, y para diseñar matrices con la capacidad de transportar y 

liberar ingredientes o principios bioactivos (Campbell et al., 2003; Liu et al., 2017a; Zhu 

et al., 2018; Razi et al., 2023).  

Un gel es una forma intermedia entre líquido y sólido. Las moléculas poliméricas 

pueden enlazarse entre sí y formar una red intermolecular en el medio líquido. El medio 

líquido, que es comúnmente agua, afecta la naturaleza y las fuerzas intermoleculares 

del gel formado y mantiene la integridad de la red polimérica (Alleoni, 2006). La red 

formada puede mantener el agua y evitar pérdidas. La estructura macromolecular, la 

capacidad de inmovilizar el agua, la textura y las propiedades reológicas son algunos 

de los parámetros más importantes que pueden describir la calidad del gel (Alleoni, 

2006). El gel de EW es un tipo de hidrogel en el que la agregación de proteínas 

desnaturalizadas por calor forma una estructura de red (Campbell et al., 2003). Las 

interacciones no covalentes (es decir, enlaces electrostáticos, hidrofóbicos e hidrógeno) 

y la agregación de proteínas mediada por enlaces intermoleculares son comunes en 

este proceso (Nojima & Iyoda, 2018). Durante la formación del gel, las interacciones 

electrostáticas e hidrofóbicas y la formación de enlaces disulfuro intermoleculares tienen 

un papel esencial en las propiedades finales del gel (Khemakhem et al., 2019). Las 

fuerzas atractivas y repulsivas de las moléculas de proteína tienen un efecto significativo 

en la integridad física de estos geles. La red 3D no se puede formar en presencia de 

fuerzas repulsivas predominantes, mientras que el agua se expulsa de la matriz cuando 

las fuerzas atractivas son elevadas. Varios parámetros como el pH de la solución, la 

concentración de proteínas, la presencia de electrolitos y carbohidratos, y su 

concentración influyen en la naturaleza y las propiedades del gel (Alleoni, 2006; Razi et 

al., 2018). 

 

2.1.5. Propiedades benéficas para la salud de distintos constituyentes del huevo 

El huevo contiene componentes de los que se han reportado asociaciones a 

propiedades benéficas para la salud, como la presencia de ácidos grasos esenciales, 

antioxidantes, micronutrientes, carotenoides y proteínas funcionales. 

Los ácidos grasos esenciales componentes de los fosfolípidos de cadena larga, 

ácido araquidónico, ácido eicosapentaenoico y ácido docosahexaenoico aportan 

flexibilidad a las membranas celulares y reducen los niveles de colesterol en el plasma 
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(Seuss-Baum & Nau, 2011). Es así que se han reportado asociaciones positivas entre 

el estrés oxidativo y la incidencia de enfermedades crónicas, como el cáncer y las 

enfermedades cardíacas (Lesnierowski & Stangierski, 2018).  

Los antioxidantes incluyen: selenio, que actúa para reducir el estrés oxidativo de 

los radicales libres que promueven enfermedades cardíacas; en la yema de huevo, los 

carotenoides, como la luteína y la zeaxantina, juegan un papel en la prevención de 

cataratas y degeneración macular relacionada con la edad (Superti et al., 2007).  

Se destaca también la presencia de vitaminas liposolubles: A, D, E y K, y 

vitaminas hidrosolubles del grupo B, minerales relevantes como calcio, hierro, 

magnesio, fósforo, sodio y zinc (Superti et al., 2007).  

Entre las proteínas de la EW se han reportado en forma creciente estudios que 

permitieron establecer distintas funciones bioactivas de las mismas. Se ha encontrado 

que la hidrólisis enzimática de la ovoalbúmina utilizando proteasas gastrointestinales 

mejora su actividad antihipertensiva, antimicrobiana contra algunos microorganismos 

(Bacillus subtilus, Escherichia coli, Bordetella bronchiseptica, Pseudomonas 

aeruginosa, Serratia marcescens, Candida albicans) y antioxidante (Fujita et al., 1995; 

Pellegrini et al., 2004; Yu et al., 2014; Liu et al., 2018). 

La ovotransferrina se identificó como el factor clave para limitar el crecimiento 

bacteriano en la EW (Alderton et al., 1946) y estudios posteriores lo ratificaron en 

pruebas con diferentes especies, como Pseudomonas fluorescens, Proteus vulgaris, 

Proteus melanovogenes y Aerobacter cloacae (Garibaldi, 1960). 

Varios estudios han demostrado que la ovomucina y sus péptidos poseen 

buenas actividades antibacterianas, antiinflamatorias y antioxidantes en estudios 

realizados in vitro (Sun et al., 2016; Abeyrathne et al., 2016). Pueden participar y mediar 

en la regulación de diversas funciones celulares, estimular la proliferación de 

macrófagos y linfocitos (Tanizaki et al., 1997), promover la síntesis de citoquinas como 

la interleucina, factor de necrosis tumoral, e interferón, afectando así al sistema 

inmunitario e inhibiendo la formación de tumores (Shan et al., 2014). Además, la 

ovomucina también puede reducir el nivel de colesterol sérico (Omana et al., 2010). 

Para ovomucoide se reporta actividad como agente antimicrobiano e 

inmunomodulador y los péptidos derivados de ovomucoides usando pepsina mostraron 

actividad de unión a Inmunoglobulina E y retención de sus actividades inhibidoras de la 

tripsina (Kovacs-Nolan et al., 2000). También se ha reportado que ovomucoide no perdió 

su inmunoreactividad incluso después de la hidrólisis usando pepsina, pero se 

desconoce el papel de los carbohidratos en esta inmunoreactividad (Matsuda et al., 

1985) y que puede ser usado para controlar a Streptomyces erythraeus. Incluso la 
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proteína se considera como un inhibidor de la tripsina, que es una propiedad negativa 

de la proteína, tiene la capacidad de controlar microorganismos. Por lo tanto, se puede 

utilizar como agente antimicrobiano especialmente para los alimentos (Nagata & 

Yoshida, 1984). 

La lisozima de EW es una de las proteínas alimentarias más utilizada en la 

industria para diferentes fines por su demostrada actividad antibacteriana frente a 

bacterias gram-positivas y su actividad antiviral. Es utilizada en la industria farmacéutica, 

alimentaria, en veterinaria, en medicina y en la industria cosmética. Muchas 

modificaciones de la proteína permiten ampliar su espectro antibacteriano logrando así 

afectar a bacterias gram-negativas. Se ha demostrado que el tratamiento térmico de la 

proteína a pH 6.0 potencia su actividad antibacteriana. Los mismos resultados se han 

conseguido con modificaciones químicas reduciendo sus puentes disulfuro, con 

modificaciones genéticas e hidrólisis enzimática (Abeyrathne et al., 2013). También se 

han descripto otras actividades de la lisozima de huevo como la antioxidante (Liu et al., 

2006), antiheparínica (Mega & Hase, 1994), antifúngica, capacidad fusogénica con 

fosfolípidos y potenciación del efecto de antibióticos (Ibrahim et al., 2001). 

Las aplicaciones industriales de las proteínas de la EW así como sus enzimas 

hidrolizadas, están en una etapa de constante expansión, investigación y desarrollo 

(Abeyrathne et al., 2013) y tienen un alto potencial para ser utilizados en las industrias 

farmacéutica, nutracéutica y alimentaria.  

 

2.1.6. Conceptos generales asociados a carragenatos.  

Los carragenatos son polisacáridos que se obtienen de ciertas algas rojas de la 

clase Rhodophyceae y pertenecen a la familia de los galactanos sulfatados lineales 

hidrofílicos.  

Se componen principalmente de residuos de D-galactosa distribuidos 

alternativamente en unidades de 3 enlaces ✑-D-galactopyranosa y 4 enlaces ✁-D-

galactopyranosa, formando unidades repetitivas (Van De Velde et al., 2002a; Campo et 

al., 2009). Se clasifican según el grado de sustitución que se produce en sus grupos 

hidroxilos libres y ellas, son generalmente la adición de sulfato de éster o la presencia 

del 3,6-anhídrido en el residuo de 4 enlaces de ✁-D-galactopyranosa (Campo et al., 

2009). 

Además de D-galactosa y 3,6-anhidro-D-galactosa como principales residuos de 

azúcar y sulfato como principal sustituyente, otros residuos de carbohidratos pueden 

estar presentes en preparados de carragenatos, como glucosa, xilosa y ácido urónico, 
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así como también algunos sustituyentes, como éteres metílicos y grupos de piruvato (Li 

et al., 2014). 

Estos polisacáridos se dividen tradicionalmente en seis formas básicas: Iota (�), 

Kappa (✁), Lambda ✂✄☎, Mu (µ), Nu ✂✆☎ y Theta ✂✝☎✞ Estos nombres no reflejan estructuras 

químicas definitivas, sino solo diferencias generales en la composición y el grado de 

sulfatación en lugares específicos del polímero. 

Las principales diferencias que influyen en las propiedades del tipo de 

carragenato, son el número y la posición de los ésteres sulfatados, así como el 

contenido de 3,6-anhidro-galactosa (3,6-AG). Por ejemplo, se reportó que los niveles 

más altos de sulfato de éster resultaron en una temperatura de solubilidad más baja y 

una menor fuerza de gel (Necas & Bartosikova, 2013).  

La reactividad química de los carragenatos se debe principalmente a sus grupos 

del sulfato del éster medio que son fuertemente aniónicos, siendo comparables al sulfato 

inorgánico en este aspecto. El ácido libre es inestable, y los carragenatos comerciales 

están disponibles como sales estables de potasio, sodio y calcio o, más comúnmente, 

como una mezcla de estos. Los cationes asociados junto con la conformación de las 

unidades de azúcar en la cadena polimérica, determinan las propiedades físicas de los 

carragenatos y su funcionalidad, depende en gran medida de sus propiedades 

reológicas.  

Como polímeros lineales, solubles en agua, típicamente forman soluciones 

acuosas altamente viscosas. La viscosidad depende de la concentración, la 

temperatura, la presencia de otros solutos, el tipo de carragenato y su peso molecular. 

La viscosidad aumenta casi exponencialmente con la concentración y disminuye con la 

temperatura, siendo este un comportamiento típico de polímeros lineales con carga, o 

polielectrolitos. Sin embargo, el aumento de la viscosidad puede ocurrir por dos 

mecanismos diferentes:  

(i) interacción entre las cadenas lineales, con una disminución del espacio libre o 

aumento del volumen excluido 

(ii) formación de un gel físico causado por ''reticulación" entre cadenas.  

 En el primer caso, el aumento de la concentración macromolécular permite una 

interacción importante entre las cadenas y la presencia de sales, puede disminuir la 

viscosidad mediante la reducción de la repulsión electrostática entre los grupos de 

sulfato. Este segundo mecanismo es típico para el carragenato. 

Los carragenatos son susceptibles a la despolimerización a través de la hidrólisis 

catalizada por ácido. A altas temperaturas y pH bajo esto puede llevar rápidamente a la 

pérdida completa de funcionalidad (Necas & Bartosikova, 2013). 
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-carragenato  

En este trabajo de Tesis se utiliza ✁-carragenato (CG) como componente de la 

matriz formadora de micropartículas. Actualmente existe un creciente interés por la 

utilización del CG en diferentes aplicaciones farmacéuticas, cosméticas, alimenticias y 

biotecnológicas no sólo por sus propiedades tecnofuncionales como agente espesante, 

viscosificante y gelificante (Weinbreck et al., 2004; Li et al., 2014; Souza et al., 2018), 

sino también, a la atribución de propiedades anticoagulantes, anticancerígenas, 

antihiperlipídicas, inmunomoduladoras y antioxidantes (Wijesekara et al., 2011; Xu et 

al., 2012; Wang et al., 2014; Shi et al., 2017; Genicot et al., 2018; Frediansyah, 2021; 

Ali et al., 2021).  

En la Figura 27 se muestra la estructura química del CG, en función de sus 

unidades repetitivas de D-galactosa-4-sulfato y 3,6-anhidro-D-galactosa (Sankalia et al., 

2006). Típicamente, el CG comercial contiene aproximadamente 25 % de sulfato de 

éster y 34% de 3,6-anhidro-D-galactosa (Nanaki et al., 2010). 

 

 

Figura 27: Estructura química del CG. Representación esquemática de unidades repetitivas de 

D-galactosa-4-sulfato y 3,6-anhidro-D-galactosa (Figura modificada de Sankalia et al., 2006) 

 

2.1.7. Soluciones compuestas por EW y CG 

Como se describió en la introducción general, la mezcla de proteínas y 

polisacáridos, que constituyen la EW y el CG en soluciones acuosas puede generar 

varios estados dependiendo de las interacciones polímero-polímero y disolvente-

polímero. En este trabajo se realiza un análisis de estas mezclas encontrando 

condiciones que permiten mantener a estos biopolímeros en forma co-soluble (Souza et 

al., 2018).  

Recientemente, se han realizado estudios de interacciones entre proteínas de 

EW y CG evaluando distintas relaciones de concentración para la formación de 

complejos (Sánchez-Gimeno et al., 2006; Souza et al., 2018; Mao et al., 2023), así como 
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la influencia que revisten parámetros como el pH, fuerza iónica y temperatura en la 

formación y fuerza de sus geles, debido a la importancia para su utilización tanto en 

sistemas alimenticios como biotecnológicos. Los autores evidenciaron cambios 

importantes en la viscosidad, elasticidad, fluidez y estabilidad de sus geles, dependiendo 

de las relaciones de los biopolímeros utilizadas y las condiciones experimentales, lo que 

amplía su espectro de propiedades tecnofuncionales y convierte a estas mezclas en 

potenciales sistemas portadores de PAs (Mao et al., 2023). 

Los carragenatos y en especial CG, se utilizan cada vez mas para reducir la 

cantidad de transformacines polimórficas en tabletas, para producir sistemas de 

liberación controlada y para lograr interacciones con medicamentos para sistemas de 

liberación modificada. Debido a su alta capacidad para adsorber agua, CG puede 

mejorar la disolución de fármacos y aumentar así su biodisponibilidad, debido a que 

poseen muchos grupos de formación de enlaces de hidrógeno como los grupos hidroxilo 

y sulfato. Asimismo, su interacción con la mucosa (mucoadherencia) favorece el tiempo 

de permanencia en el intestino y la absorción (Peppas & Huang, 2004; Zhang et al., 

2016; Yermak et al., 2020). Estos polímeros mucoadhesivos forman redes hidrofílicas 

que contienen numerosos grupos funcionales polares interactuando con la mucosa no 

solo a través de entrecruzamientos físicos, sino también a través de enlaces químicos 

secundarios, lo que resulta en la formación de redes débilmente entrelazadas. 

En referencia a la EW, comparada con otras fuentes de proteínas, muestra un 

excelente valor nutricional, digestibilidad, autoensamblaje y propiedades anfifílicas, 

atribuidas principalmente a la ovoalbúmina, el componente principal de la EW que 

contiene un 55 % de aminoácidos hidrofóbicos (Chang et al., 2019). Como resultado, la 

EW puede interactuar fácilmente con moléculas hidrofóbicas y servir como portadores, 

proporcionando así protección contra la degradación y mejorando la solubilidad en el 

agua. 

En la absorción de sustancias terapéuticas, nutrientes, fármacos, electrolitos y 

vitaminas, el intestino delgado desempeña un papel crucial (Seidner et al., 2013) y poder 

llegar a él, implica lograr soportar y pasar el medio gástrico (estómago) para mejorar el 

tiempo de retención y la absorción del PA (Dos Santos et al., 2021).  

En comparación con las micropartículas hechas solo con proteínas, las 

formuladas con polisacáridos pueden ser más estables a factores como pH, fuerza 

iónica, temperatura y más homogéneas, debido a la agregación restringida durante la 

fabricación y las fuerzas de repulsión adicionales entre los dos tipos diferentes de 

polímeros (McClements, 2006; He et al., 2021). 
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En este contexto, en este trabajo de Tesis se desarrolló una mezcla de EW y CG 

donde los biopolímeros se mantuvieran en forma co-soluble, permitiendo solubilizar el 

principio activo y con una viscosidad adecuada para el flujo en los microcanales y 

formación de la gota en la juntura en cruz del dispositivo microfluídico.  

 

 

2.2. Objetivos parciales 

Los objetivos planteados para este capítulo son: 

Objetivo 1: Desarrollar una metodología para la obtención de micropartículas a partir 

de una FD compuesta por una mezcla EW/CG y FC de aceite de oliva comercial, 

mediante la utilización de dispositivos microfluídicos. 

Objetivo 2: Analizar la capacidad de encapsulación del proceso utilizando activo 

hidrofílico modelo.  

 

 

2.3. Materiales y métodos 

2.3.1. Materiales 

Las láminas transparentes de PMMA se adquirieron de un proveedor local 

(Acrimev, Santa Fe, Argentina). Para su corte y grabado se utilizó una plataforma PLS 

láser de 2CO  para aplicaciones de fabricación (Universal Laser System, Scottsdale, 

EE.UU.). Se utilizó etanol 99% (Cicarelli, San Lorenzo, Argentina) para la unión de las 

placas de PMMA. 

Se utilizaron accesorios de inserción con rosca M5 y tubería OD de 4 mm (Festo, 

Martínez, Argentina) como conectores en la entrada/salida del dispositivo. Se utilizó 

aceite de oliva de calidad alimentaria (Olivi Hnos., Mendoza, Argentina) como FC. Se 

adquirieron huevos de gallina frescos en un mercado local. 

El CG (Tipo I, 80 % kappa y 20 % lambda carragenato) se obtuvo de Sigma 

Chemicals (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). El colorante sintético amarillo ocaso 

(Sensient Food Colors Latin America, Lerma de Villada, México) fue utilizado como 

activo modelo hidrofílico. Se preparó una solución acuosa de glutaraldehído (GTA) 0.1% 

v/v (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE.UU.) la cual se utilizó como agente de 

entrecruzamiento. 

 

2.3.2. Fabricación del dispositivo microfluídico 

El dispositivo microfluídico se construyó utilizando los procedimientos (Bamshad 

et al., 2016; Liga et al., 2016), materiales y accesorios descriptos en el Capítulo.1, inciso 
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3.3.1. Se utilizó un dispositivo en el cual se grabaron sobre la placa de PMMA utilizada 

✏✍✟✍ �☎✁✆ ✎✍✁ ✟✞✏✌✍✏☎✄☎✎✆✁✁ ✏✍✄✂✎✂✄✆✄☛✍ ✆✄ ✂✄☎ ☎✂✄✒✂✌☎ ✆✝✌✂✝✞ ✁✆✟✂✞☛✍s de una 

serpentina (Figura 28a). El grabado láser produjo perfiles trapezoidales (Hong et al., 

2010; Liu et al., 2017b), con un ancho medio de 360 µm y una altura similar, siendo 

ambos uniformes a lo largo de todo el dispositivo. 

Las dimensiones de las placas base y superior, así como las longitudes de 

microcanales y serpentinas se describen en el Capítulo 1, inciso 1.3.1. También se 

esquematiza en la Figura 28b el fenómeno de formación de gotas en la juntura en cruz. 

 

 
Figura 28: (a) Imagen del dispositivo real con los adaptadores de entrada y salida. (b) 

Esquema de generación de gota en la juntura en cruz. 

 

2.3.3. Preparación de la FD 

Los huevos de gallina (Gallus gallus domesticus) se rompieron a mano y la clara 

de huevo (EW) se separó cuidadosamente para evitar su contaminación. La EW se filtró 

con gasa estéril (Figura 29a), mientras el filtrado recogido (Figura 29b), se agitó 

suavemente para obtener una mezcla homogénea.  

(a)

(b)

FD 
EW/CG

FC 
Aceite

FC 
Aceite 360 µm
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Figura 29: (a) Filtrado de clara de huevo. (b) Recolección de clara de huevo filtrada. 

 

La concentración de proteínas del filtrado de EW fue del 9.24% determinada por 

el método micro-Kjeldahl (Digestor automático Modelo 430, unidad de destilación 

modelo 322, unidad de control modelo 342, Büchi Labortechnick AG, Flawil, Suiza). 

El pH de la solución EW fue de 9.1, medido con un pH-metro (Hanna Instruments 

S.L., Eibar, España).  

Se preparó una solución de CG de concentración 0.15% p/v, para lo cual, el 

polvo seco se dispersó lentamente en agua ultrapura a temperatura ambiente y luego 

se sometió a una agitación magnética durante 40 minutos para su completa disolución. 

Las soluciones de EW y CG se mezclaron en una proporción de 1:1 y se 

agregaron 30 mg del colorante AO. La solución resultante se homogeneizó por agitación 

magnética durante 40 minutos. 

Debido a que las interacciones electrostáticas entre macromoléculas con carga 

opuesta (proteínas de EW y polisacárido) tienen un profundo impacto en la estructura, 

viscosidad y estabilidad de las soluciones, se varió pH de la solución mediante adición 

de ácido clorhídrico 0.1 mol.L-1 y se analizó la estabilidad coloidal en forma visual.  

 

2.3.4. Caracterización de la FD y la FC 

Se midió la viscosidad de los fluidos utilizados como FD y FC (soluciones EW-

CG y aceite de oliva comercial) con un reómetro Haake Rheo Stress RS80 (Haake 

Instruments Inc., Paramus, NJ, EE.UU.), utilizando una celda cono-plato (diámetro de 

60 mm, ángulo de 1°). Se realizó un barrido a velocidad de deformación entre 30-1000 

s-1. Estas determinaciones se realizaron a 25 °C y por duplicado. 
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2.3.5. Generación de micropartículas 

Los fluidos utilizados para la generación de gotas se introdujeron en el dispositivo 

microfluídico mediante la utilización de bombas de jeringa, de manera de poder controlar 

exactamente los caudales de trabajo. La FD (mezcla EW-CG y colorante AO) se inyectó 

en el canal medio, mientras que la fase continua (aceite) se inyectó en el canal 

transversal, llegando desde ambos lados a la juntura en cruz. No se añadió surfactante. 

Los caudales de la FD (mezcla EW-CG) y la FC se fijaron en 0.5 mL.h-1 y 3.5 mL.h-1, 

respectivamente. Antes de comenzar con la recolección de micropartículas se esperó 

un tiempo de estabilización del flujo dentro del dispositivo de al menos ✄ minutos.  

 

2.3.6. Curado de micropartículas 

Para obtener micropartículas resistentes a la dilución, cizallamiento y 

manipulación posterior, se exploraron dos tipos de métodos de entrucruzamiento de los 

biopolímeros: (i) adición de 0.1% v/v de GTA a las mezclas EW-CG antes de la 

generación de gotitas (curado químico) y (ii) irradiación de micropartículas (recogidas 

en tubos de vidrio) en horno microondas (BGH, Modelo B330DSS, Río Grande, 

Argentina), a 900 W durante 15 s (curado físico).  

Tanto en métodos químicos como físicos, se obtuvieron micropartículas sólidas 

suspendidas en la FC. Dado que toda la FD se impulsó para formar micropartículas en 

el dispositivo microfluídico, la eficiencia de encapsulación se consideró del 100 %. 

 

2.3.7. Medición del tamaño de las micropartículas 

Para caracterizar las micropartículas se utilizó un microscopio óptico (DM750, 

Leica Microsystems, Heerbrugg, Suiza) con una cámara digital integrada ICC50W. Se 

midió el diámetro de las micropartículas individuales, luego se calculó el tamaño 

promedio y la desviación estándar. Se midieron 100 (cien) micropartículas por muestra 

para proporcionar valores estadísticos confiables. 

 

2.3.8. Análisis de estabilidad de partículas y retención de colorante 

Se obtuvo una cantidad de micropartículas correspondiente a 1.0 mL de FD 

utilizando el dispositivo microfluídico aplicando los caudales antes mencionados. 

Posteriormente, se añadió aceite de oliva para llevar el volumen a 5.0 mL y la 

suspensión se agitó a mano durante unos segundos. 

Para detectar la posible liberación del activo desde las partículas hacia el aceite, 

se midió la absorbancia del aceite, utilizando un espectrofotómetro (Spectronic Genesis 
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5, Milton Roy, Nueva York, EE.UU.) a una la longitud de onda de 480 nm (Apéndice 2), 

en intervalos de tiempo fijos durante 30 días. 

 

2.3.9. Estudio de liberación del principio activo hidrofílico 

Se obtuvo una cantidad de micropartículas correspondiente a 1.0 mL de FD 

utilizando el dispositivo microfluídico aplicando los caudales antes mencionados. 

Posteriormente, se eliminó el aceite y se añadieron 8.0 mL de agua desionizada (pH = 

6.1); luego se agitó la suspensión suavemente durante unos segundos. La adición de 

agua se tomó como el inicio de la liberación del activo. 

Se extrajeron de la suspensión 1.5 mL de la fase acuosa, a intervalos de tiempo 

predefinidos, y se analizó la liberación acumulada de activo mediante 

espectrofotometría a 480 nm (Apéndice 2). El volumen extraído se sustituyó por agua 

ultrapura. La liberación del colorante se evaluó durante 80 horas. Todos los 

experimentos se realizaron por duplicado, con micropartículas recién obtenidas. 

 

 

2.4. Resultados y discusión 

2.4.1. Mezcla de proteína-polisacárido 

La Figura 30 ilustra la estabilidad coloidal de la solución EW-CG a diferentes pH. 

Se observa que sólo la solución con pH 9.3 es homogénea, lo que demuestra que los 

biopolímeros son co-solubles. A este valor de pH, las proteínas EW y el CG están 

fuertemente cargadas, aunque la lisozima permanece parcialmente protonada (el pH de 

la solución está por debajo del punto isoeléctrico de esta proteína) lo que lleva a una 

interacción electrostática débil con CG, formando complejos solubles. En los pHs 

inferiores, las mezclas muestran separación de fases.  

 

 

Figura 30: Estado coloidal de la solución EW-CG evaluada a diferentes pHs. 
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Cuando el pH de la solución disminuye, las proteínas de EW debido a su 

naturaleza de polianfolito, cambian su estado de carga exponiendo grupos más 

positivos. En consecuencia, el aumento de interacciones atractivas proteína-proteína y 

proteína-polisacárido conducen a la formación de complejos insolubles o coacervados, 

lo que conduce a la separación de fases (De Kruif et al., 2004; Schmitt y Turgeon, 2011; 

Souza et al., 2018). 

En virtud de los resultados obtenidos se decidió utilizar como FD para la 

generación de micropartículas la mezcla de EW-CG con pH 9.3. 

El aceite de oliva, utilizado como FC, presentó carácter newtoniano, con una 

viscosidad igual a 81 mPa.s. Mientras que la solución de EW-CG, utilizada como FD, 

presentó un carácter no-newtoniano pseudoplástico. En el Apéndice 1 se muestra el 

resultado de las determinaciones reológicas. 

 

2.4.2. Generación microfluídica de partículas proteína-polisacárido 

En la Figura 31 se muestra el proceso de generación de microgotas. Las 

imágenes fueron obtenidas utilizando un microscopio USB (SRATE, Nanyang, China). 

En este régimen dinámico de fluidos (Caudal de FD = 0.5 mL.h-1 y FC = 3.5 mL.h-1), la 

tasa de producción de microgotas estuvo comprendida dentro de un rango de 10-20 

gotas por segundo. La formación de gotas en la juntura en cruz se rige por el 

desequilibrio entre las fuerzas hidrodinámicas de compresión que deforman el chorro y 

las fuerzas de tensión superficial de restauración que minimizan el área interfacial. Por 

lo tanto, el tamaño de las gotas resultantes depende en gran medida de las relaciones 

de caudales, la tensión interfacial y la relación de viscosidad de los fluidos (Cristopher y 

Anna, 2007; Boruah y Dimitrakopoulos, 2015).  

En la juntura, los flujos de intersección actúan como una constricción y la gota 

en desarrollo se comprime mientras gana más material (Figura 31a). La gota finalmente 

se separa y fluye hacia el exterior de la unión (Figura 31b). Las gotas resultaron con una 

muy buena simetría esférica cuando se recogieron en la salida del dispositivo (Figura 

31c). La tensión superficial predomina sobre las fuerzas de cizallamiento en la 

microescala. 
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Figura 31: Imágenes instantáneas de la formación de las gotitas en la juntura en cruz. 

(a) llenado y elongación de la FD. (b) Formación de la microgota. (c) Microgotas fluyendo 

por el microcanal. 

 

Se calculó, para los caudales de trabajo propuestos, viscosidad del aceite de 

oliva y la sección del canal, el número capilar (Ca), resultando ☛✆✎ ✍✌☛✆✄ � 0.01. Las 

gotas obtenidas bajo este régimen de flujo tuvieron tamaños de alrededor de 200 µm, 

siendo más pequeñas que el tamaño de la sección transversal del microcanal (360 µm). 

El régimen de flujo aplicado a la generación de partículas se seleccionó después 

de explorar la generación de gotas en una amplia gama de caudales: de 0.1 mL.h-1 a 

1.0 mL.h-1 para la FD y de 2.5 mL.h-1 a 4.0 mL.h-1 para FC. 

Como ya se mencionó en la sección 3.3.2., al igual que lo ocurrido al utilizar 

soluciones de alginato sódico, el carácter no-Newtoniano de la FD de EW-CG produjo 

una variedad de fenómenos en las etapas de deformación y formación de las gotas. 

Para el caso de los fluidos poliméricos, el estudio de estos fenómenos 

fundamentales apenas está emergiendo en la literatura (Wong et al., 2017) y 

ciertamente merece más investigación. A los efectos de este trabajo, hemos elegido un 

régimen que garantiza una generación de gotas reproducible y conduce al tamaño de 

partículas deseado (200-300 µm). 
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En cuanto a la viscosidad de la mezcla de polímero, cabe mencionar que también 

se exploraron varias concentraciones de CG antes de elegir 0.15 % p/v como óptimo. 

Se observó que el uso de soluciones más concentradas dificultaba el manejo y control 

del dispositivo microfluídico, provocando la obstrucción de los microcanales debido al 

aumento de viscosidad de las soluciones. Mientras que, con menores concentraciones 

de CG, las gotas generadas mostraban alta deformabilidad, desintegración y 

coalescencia fuera del dispositivo. 

La concentración de EW se mantuvo constante en los ensayos, ya que se deriva 

de la materia prima de la clara de huevo sin ningún tipo de modificación. 

 

2.4.3. Tamaño de las partículas y distribución del tamaño de las partículas 

La Figura 32 muestra imágenes obtenidas por microscopía óptica (10x) y 

distribución de tamaño de las partículas curadas con GTA 0.1 % v/v. Las partículas 

recién obtenidas mostraron forma esférica con superficies lisas (Figura 32a) y la 

distribución del tamaño reveló que resultaron altamente monodispersas, con un 

diámetro medio de 203 µm (Figura 32b). 

Después de 30 días de almacenamiento en la fase continua, las partículas 

conservaron su estructura esférica y suave en su superficie; el colorante se mostró 

uniformemente distribuido dentro de las partículas, pero se observó una ligera hinchazón 

(Figuras 32c y 32d). 

La Figura 32e, muestra que las partículas se volvieron translúcidas después de 

80 horas de liberación del colorante en agua. Algunas burbujas de aire también se 

observan en la imagen, las cuales provienen de la agitación durante el experimento de 

liberación.  

En la Figura 32f se observa que las partículas exhibieron un aumento en el 

tamaño promedio y presentaron una distribución de tamaño más amplia. La hinchazón 

de la matriz polimérica se debió probablemente al agua capturada de la solución durante 

el ensayo de liberación. 
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Figura 32: Partículas tratadas con GTA 0.1 % v/v. Partículas recién obtenidas (a); Distribución 

de tamaños de partículas recién obtenidas (b); Partículas después de 30 días de almacenamiento 

en la fase continua (c); Distribución de tamaños de partículas después de 30 días de 

almacenamiento (d); Partículas después de 80 horas de liberación (e); Distribución de tamaños 

de partículas después de 80 horas de liberación (f). 

 

Las imágenes obtenidas con microscopía óptica de las partículas curadas por 

irradiación con microondas y las distribuciones de tamaño se muestran en la Figura 33. 

En este caso, también se observó alta monodispersidad, con un diámetro medio de 212 

µm (Figuras 33a y 33b). Después de 30 días de almacenamiento en la fase de aceite, 

las partículas se mostraban ligeramente deformadas e hinchadas (Figuras 33c y 33d). 

Los fragmentos observados en la Figura 33a y principalmente en la Figura 33c 

presumiblemente provienen de algún grado de degradación después de los tratamientos 

con microondas. La Figura 33e muestra las partículas después de 80 horas de liberación 

del activo hidrofílico en agua. 

Se observa que casi todo el activo fue liberado, mientras que las partículas 

mantuvieron la forma y la suavidad de la superficie. En cambio, la Figura 33f muestra 

que las partículas tienen un tamaño promedio incrementado y una distribución de 

tamaño más amplia, similar al caso de las partículas tratadas químicamente con GTA. 
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Figura 33: Partículas tratadas con microondas. Partículas recién obtenidas (a); Distribución de 

tamaños de partículas recién obtenidas (b); Partículas después de 30 días de almacenamiento 

en la fase continua (c); Distribución de tamaños de partículas después de 30 días de 

almacenamiento (d); Partículas después de 80 horas de liberación (e); Distribución de tamaños 

de partículas después de 80 horas de liberación (f). 

 

2.4.4. Análisis de liberación del principio activo hidrofílico 

Se evaluó la capacidad de las partículas para retener el PA encapsulado 

mientras se encuentran suspendidas en el medio oleoso (FC). Esta propiedad fue 

monitoreada durante 30 días, como se describe en el apartado 2.3.8. La absorbancia 

del aceite de la suspensión se mantuvo casi constante durante el período evaluado. Los 

resultados indican que se liberó menos del 1% del PA, lo que significaría que las 

partículas, podrían retener completamente el PA durante un tiempo largo estando 

suspendidas en la FC. La curva de calibración utilizada para el cálculo de las 

concentraciones se presenta en Apéndice 2 (Figura A2.2).  

La Figura 34 presenta la liberación porcentual acumulada de colorante (PA) 

desde las partículas hacia la fase acuosa en función del tiempo. La curva de calibración 

utilizada para el cálculo de las concentraciones se presenta en el Apéndice 2 (Figura 

A2.3). 

El perfil de liberación de las micropartículas tratadas con GTA 0.1 % v/v presentó 

una fase inicial de liberación brusca (burts release), donde más del 50 % del PA se liberó 
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durante la primera hora. Luego, la pendiente de la curva disminuye y alcanza un máximo 

(76 %) a las 5 horas aproximadamente; seguidamente, la cantidad de PA liberado se 

mantuvo constante durante el resto del experimento. La liberación brusca (burts release) 

indica que el PA está atrapado en la matriz EW-CG y, debido a su naturaleza hidrofílica, 

se difunde rápidamente al medio acuoso. 

El perfil de liberación de las micropartículas sometidas a irradiación por 

microondas fue bastante diferente, ya que el PA se liberó gradualmente durante las 80 

horas. Solo el 35 % del mismo se liberó durante las primeras 5 horas, y el máximo (95 

%) se alcanza después de las 50 horas. La curva de liberación tiene una buena 

correlación con la raíz cuadrada del tiempo, lo que indica una difusión tipo Fickiana.  

Es evidente que los métodos de entrecruzamiento aplicados produjeron 

microestructuras específicas en cada caso, que impactan en la difusividad del PA a 

través de la matriz polimérica. Esta característica muestra un gran potencial para ajustar 

diferentes cinéticas de liberación para aplicaciones específicas. Además, cabe prever 

que la combinación de métodos químicos y físicos podría ofrecer nuevas posibilidades 

para el desarrollo de micropartículas transporte y la liberación de PAs hidrofílicos. 

 

 

Figura 34: Perfiles de liberación de las partículas tratadas con microondas y con GTA 0.1 % v/v. 

 

 

2.5. Conclusiones parciales 

El dispositivo de PMMA resultó fácil de operar y resultó adecuado para la 

generación de micropartículas, pudiéndose limpiar y reutilizar sistemáticamente. 
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Además, el material totalmente transparente permitió obtener imágenes directas a 

tiempo real del proceso de generación de partículas. 

Las micropartículas generadas con una matriz híbrida (proteína/polisacárido) 

presentaron varias ventajas:  

(i) No fue necesario ningún surfactante, ni para la generación de las gotas, ni para el 

almacenamiento y posterior manipulación; es sabido que evitar los aditivos es muy 

deseable en muchas formulaciones. 

(ii) Las micropartículas fueron estables durante varios meses, conservando 

completamente el activo hidrofílico encapsulado en medio oleoso y liberándolo 

gradualmente en medio acuoso. 

(iii) Se encapsuló todo el PA añadido a las partículas, siendo éste un beneficio 

complementario del proceso de generación por microfluídica. 

(iv) Se pueden obtener diferentes cinéticas de liberación según el método de 

entrecruzamiento utilizado (químico y/o físico), que ofrece un gran potencial para diseñar 

micropartículas para aplicaciones de liberación controlada en formulaciones 

alimentarias, nutricionales y farmacológicas. 

(v) El comportamiento de la mezcla de biopolímeros junto con la dinámica de fluidos 

complejos desarrollados en los microcanales conduce a fenómenos ricos aún por 

explorar.  
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3.1. Introducción 

 En este capítulo se describe la aplicación de la metodología de generación 

microfluídica de micropartículas para la encapsulación de isoniazida (INH), antibiótico 

utilizado para el tratamiento de la tuberculosis. Cuando se desarrollan este tipo de 

tecnologías, además del estudio del proceso de encapsulación propiamente dicho, es 

importante un posterior análisis de la capacidad de la matriz para liberar el PA, la 

citotoxicidad en la vía de administración y la conservación de la actividad del compuesto 

una vez liberado. En este trabajo de Tesis también se abordan estos aspectos.  

 

3.1.1. Tuberculosis 

La tuberculosis (TB) es una infección bacteriana causada por el Mycobacterium 

tuberculosis (MT). A pesar de ser una enfermedad milenaria, continúa siendo una de las 

afecciones más extendidas y mortales (Barberis et al., 2017; Rossi et al., 2019).  

En algunos países, se administra el bacilo de Calmette y Guérin (vacuna BCG) 

a bebés o niños pequeños para prevenir la tuberculosis. La vacuna previene la 

tuberculosis fuera de los pulmones, pero no en los pulmones. Las personas con 

infección por tuberculosis latente no se sienten enfermas ni son contagiosas. Solo un 

pequeño porcentaje de estas enfermará y tendrá síntomas. En las últimas décadas, 

determinadas afecciones como diabetes, sistema inmune debilitado por virus de 

inmunodeficiencia humana (VIH), malnutrición y consumo de tabaco han aumentado la 

prevalencia de la enfermedad. A diferencia de la infección por tuberculosis, cuando una 

persona contrae la enfermedad, presentará síntomas que pueden ser leves durante 

muchos meses, por lo que es fácil transmitir la TB a otras personas sin saberlo (OMS, 

2022). 

El MT ingresa al pulmón humano a través de la inhalación de pequeñas gotitas 

portadoras de bacilos (1-5 ✠m) que pueden depositarse en el espacio alveolar. Los 

macrófagos alveolares (MA) proporcionan la primera línea de defensa contra la infección 

pulmonar, en virtud de su actividad de destrucción bacteriana intracelular y posterior 

presentación de antígenos a los linfocitos. Sin embargo, en el caso de las infecciones 

por micobacterias, los MA no cumplen su función inmunológica y representan el entorno 

donde las micobacterias sobreviven, residen y proliferan (Rossi et al., 2019).  

En 2022, 202 países y territorios con más del 99 % de la población mundial y casos 

de TB, informaron datos. Este Informe mundial sobre TB de la Organización Mundial de 

la Salud (OMS) (OMS, 2022) proporciona una evaluación completa y actualizada de la 

epidemia de TB y de los progresos en su prevención, diagnóstico y tratamiento de la 
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enfermedad. Entre los resultados de este informe, basado principalmente en datos 

recopilados de los ministerios nacionales de salud, se resume la siguiente información: 

� La TB sigue siendo una de las enfermedades infecciosas con mayor mortalidad 

del mundo. La pandemia de COVID-19 y las desigualdades socioeconómicas, 

han revertido años de progreso en la lucha contra la TB.  

� A nivel mundial, en 2021, se estimaron que 10.6 millones de personas 

enfermaron de TB y 1.6 millones fallecieron por esta causa; de ellas, 187.000 

presentaban co-infección con el VIH. 

� En América central y latina, en 2021, se estimaron 309.000 casos de TB y se 

notificaron 215.116 (70 %). 

� Las muertes estimadas para la región antes mencionada fueron 32.000, de las 

cuales el 11 % correspondieron a co-infecciones por TB y VIH. 

Los medicamentos para el tratamiento de la TB se dividen en agentes de primera 

línea tales como isoniazida, rifampicina, etambutol y pirazinamida, administrados por vía 

oral durante largos períodos, de hasta 6 a 8 meses; y medicamentos de segunda línea 

como aminoglucósidos y fluoroquinolonas, en su mayoría administrados por vía 

intravenosa o intramuscular (Muttil et al., 2009). 

Los tratamientos a largo plazo, con medicamentos que causan fuertes efectos 

secundarios pueden inducir interrupciones de la terapia, lo que tiene consecuencias 

negativas más allá de la salud del paciente, en particular el riesgo de aparición de 

bacterias multirresistentes. Por lo tanto, es deseable disminuir la concentración del 

fármaco y el número de dosis (Hegde et al., 2021). Para minimizar esta situación, la 

OMS y la Unión Internacional contra la Tuberculosis y las Enfermedades Pulmonares 

han recomendado que los medicamentos antituberculosos se deben tomar en 

combinación.  

Actualmente, los protocolos de tratamiento para la TB se basan en la asociación 

de fármacos para evitar la selección de cepas de MT resistentes y la necesidad de 

tratamientos prolongados para eliminar a todos los bacilos en sus diferentes fases de 

crecimiento. Es por ello, que varios desafíos, como la biodisponibilidad oral, los efectos 

adversos relacionados con la dosis y la toxicidad de los medicamentos fuera del sitio de 

acción, deben estudiarse al momento de considerar un tratamiento. 

Una de las combinaciones de medicamentos de primera línea más utilizadas es la 

de rifampicina (RIF) con isoniazida (INH). Sin embargo, se ha reportado que, en medio 

ácido, RIF se hidroliza a 3-formil rifamicina SV (3FRSV) y esta acción se acelera en 

presencia de INH, porque este fármaco interfiere con 3FRSV produciendo isonicotinil 

hidrazona. Ambos derivados de RIF presentan baja solubilidad y absorción en el tracto 
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gastrointestinal, lo que afecta su eficacia anti-TB (Gürsoy et al., 2004; Hedge et al., 2021; 

Singh, Mariappan, Sankar, Sarda & Singh, 2001). Por lo tanto, en la formulación de la 

combinación de dosis fijas de dos fármacos, RIF e INH deben compartimentarse para 

preservar la estabilidad de RIF. Por ejemplo, si sólo uno de los antibióticos se encapsula, 

el medicamento no encapsulado puede ser absorbido primeramente en el estómago y 

el otro puede ser liberado más tarde en el íleon. Como INH se protona en medios ácidos 

(pKa = 2), el fármaco apenas penetra a través de la mucosa del estómago mientras que 

puede ser absorbido posteriormente en el intestino delgado (Mwila & Walker, 2020). Por 

lo tanto, una estrategia prometedora es encapsular INH en un sistema que retenga al 

fármaco en el estómago y lo entregue luego en el íleon, de modo que la RIF podría ser 

liberada en el estómago en ausencia de INH.  

Vale la pena señalar que, aparte de las formulaciones microparticuladas, otros 

enfoques para encapsular INH están actualmente en estudio, como micelas (Rani et al., 

2018; Sheth, Tiwari & Bahadur, 2018), liposomas (Gürsoy, Kut & Özkirimli, 2004; 

Nkanga, Krause, Noundou & Walker, 2017) y nanopartículas (Booysen et al., 2013; 

Mukhtar et al., 2020; Shrimal, Jadeja & Patel, 2020). 

En este contexto, en este trabajo de Tesis se explora la encapsulación de INH en 

un sistema microparticulado destinado a alcanzar: (i) buenos niveles de carga del 

fármaco, (ii) liberación sostenida en medio hidrofílico, y (iii) Liberación de INH 

preferentemente en condiciones de pH similares a las encontradas en el íleon.  

 

 

3.2. Objetivos parciales  

Objetivo 1: Encapsular INH mediante la aplicación de la metodología microfluídica 

desarrollada previamente y evaluar su liberación en condiciones de pH compatibles con 

la vía gastrointestinal.  

Objetivo 2: Evaluar la citotoxicidad y conservación de la actividad antibacteriana de la 

INH liberada desde las micropartículas.  

 

 

3.3. Materiales y métodos 

3.3.1. Materiales 

Se utilizó aceite de oliva de calidad alimentaria (Olivi Hnos., Mendoza, Argentina) 

como FC. Para las formulaciones de la FD se adquirieron huevos de gallina frescos en 

un mercado local, se utilizó CG (Tipo I, 80 % kappa y 20 % lambda carragenato) marca 

Sigma Chemicals (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) y alginato sódico de baja viscosidad 
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Kelgin® LV (Kelco, Atlanta, USA). Como agentes entrecruzante y surfactante se 

utilizaron cloruro de calcio (Cicarelli, San Lorenzo, Argentina) y alcohol polivinílico (PVA) 

(SERQUIN, San Martín, Buenos Aires, Argentina), respectivamente. Para estos estudios 

se utilizaron estándares analíticos de INH y RIF (Sigma-Aldrich, India).  

 

3.3.2. Dispositivos microfluídicos 

Para la encapsulación de INH se utilizaron dos dispositivos microfluídicos, uno 

con juntura en simple cruz y otro con juntura en doble cruz. Los dispositivos se diseñaron 

y fabricaron siguiendo la metodología propuesta en el Capítulo 1, inciso 1.3.1. Las 

dimensiones del dispositivo en simple cruz se detallaron en el Capítulo 1, inciso 1.3.1. 

Las dimensiones del dispositivo con doble cruz, se presentan la Figura 35. 

 

 
Figura 35: Diseño del dispositivo con juntura doble cruz utilizado para el control computarizado 

del láser. (a) Placa inferior. (b) Placa superior. 

 

3.3.3. Preparación de las soluciones 

Para la encapsulación de INH se generaron dos tipos de partículas, utilizando dos 

FD distintas. Para la generación de micropartículas utilizando el dispositivo con juntura 

en doble cruz se utilizó una FD compuesta de una solución de alginato sódico 2 % p/v. 

Para la generación de micropartículas utilizando el dispositivo con juntura en simple cruz 
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se utilizó una FD compuesta EW/CG descripta en Capítulo 2, inciso 2.3.3. Para ambos 

ensayos de generación de micropartículas con INH se adicionaron 0.03 g de INH a 15 

mL de FD, y una solución con el rol de agente entrecruzante y surfactante (FES) formada 

por cloruro de calcio 2 % p/v disuelto en solución de PVA 2 % p/v (Akbari et al., 2017).  

 

3.3.4. Generación de micropartículas  

 La generación de micropartículas con INH utilizando el dispositivo con juntura en 

doble cruz se desarrolló considerando que la misma posibilita el agregado en la segunda 

intersección de una nueva fase. Se evaluó un sistema de trabajo conformado por una 

FD compuesta de una solución acuosa de alginato sódico 2 % p/v, la FC de aceite de 

oliva y una fase con el rol de agente entrecruzante y surfactante (FES) (Akbari et al., 

2017).  

Las fases fueron infundidas al dispositivo a través de 3 bombas de jeringa (Modelo 

PC11UBT, Apema, Villa Domínico, Argentina), controlando de esta manera, tres 

caudales diferentes: FD, fase FES y la FC. La Figura 36 muestra el dispositivo y un 

esquema con el detalle de la circulación de las distintas fases. En la primera juntura (1) 

se inyectó la FD por el canal del medio, mientras que la FC (aceite) se inyectó en el 

canal transversal, llegando desde ambos lados a la juntura en cruz. La fase FES se 

adicionó por el canal transversal de la segunda juntura en cruz (2), interceptando las 

microgotas generadas en la primera juntura, las cuales, continuaron por el canal para 

ser recolectadas.  

 

 
Figura 36: (a) Fotografía de dispositivo con juntura en doble cruz en PMMA. (b) Representación 

esquemática de las fases interactuantes en el dispositivo para obtener las micropartículas 

cargadas con INH  
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Con estas composiciones de fases, se evaluaron distintos rangos de caudales 

de trabajo: de 0.1 a 1.0 mL.h-1 para la FD, 0.1 a 2.0 mL.h-1 para FES y 2.5 a 4.0 mL.h-1 

para la fase FC. Los caudales óptimos resultaron: 0,5 mL.h-1 para la FD, 3,0 mL.h-1 para 

la FC y 1,0 mL.h-1 para la FES. Aplicando otras relaciones de caudales, se producían 

obstrucciones en los canales o no se generaban microgotas. Con las condiciones 

elegidas se generaron micropartículas y el sistema permaneció estable.  

Las condiciones operativas del sistema microfluídico y la preparación de la FD 

de EW/CG utilizando el dispositivo con juntura en simple cruz fueron descriptas en el 

Capítulo 2, incisos 2.3.2, 2.3.3 y 2.3.5. Todos los ensayos se hicieron a temperatura 

ambiente controlada de 25 ºC. 

 

3.3.5. Curado de micropartículas 

 La utilización del dispositivo con juntura en doble cruz permitió que las partículas 

generadas gelifiquen dentro del dispositivo antes de ser recolectadas.  

 Las micropartículas con INH en la FD compuesta por EW/CG luego de 

recolectadas fueron tratadas aplicando irradiación en horno microondas (BGH, Modelo 

B330DSS, Río Grande, Argentina) aplicando dos potencias de: 270 W y 900 W, durante 

15 s. 

 

3.3.6. Caracterización de micropartículas 

 El tamaño y la morfología de las micropartículas, fueron determinados por 

microscopía óptica con un microscopio Leica DM750 (Leica Microsystems, Heerbrugg, 

Suiza) con cámara digital integrada ICC50W. Se midió el diámetro de las micropartículas 

individuales, luego se calculó el tamaño promedio y la desviación estándar. Se midieron 

100 (cien) micropartículas por muestra para proporcionar valores estadísticos 

confiables. Todos los experimentos se hicieron por duplicado. 

 La FD compuesta por EW/CG con INH fue caracterizada mediante 

espectroscopía infrarroja (IR). Para ello, las partículas fueron acondicionadas antes de 

los experimentos IR para eliminar residuos de aceite y agua. Las partículas se lavaron 

suavemente dos veces con cloruro de metileno y se dejaron secar (temperatura 

ambiente). Posteriormente, el material fue congelado a -80 °C y liofilizado durante 24 

horas a 0.014 mbar de presión en un secador de laboratorio (Cryodos 80, Telstar 

Industrial S.L., Terrassa, España). Se mezcló 1-2 mg de muestra con bromuro de 

potasio (100 mg) y se comprimió para obtener pastillas. Los espectros IR se obtuvieron 

utilizando un espectrofotómetro Shimadzu FTIR-8001 PC (Shimadzu Corporation, 
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Kyoto, Japón) en el rango de número de onda de 4000-400 cm-1 (resolución espectral: 

4 cm-1, número de escaneos: 40).  

 

3.3.7. Ensayos de liberación 

 Las micropartículas fueron sometidas a ensayos de liberación, con el objetivo 

principal de estudiar el efecto del pH en la liberación de INH. Para ello, se seleccionaron 

soluciones buffers utilizadas frecuentemente en estudios in vitro de fármacos (Khatak et 

al., 2020; Tabriz et al., 2021), para imitar condiciones de pH del estómago y del íleon. 

Las partículas recién obtenidas fueron recogidas en viales para su posterior utilización. 

La FC (aceite) se eliminó cuidadosamente utilizando una micropipeta. 

 Se añadieron 5.0 mL de medio de liberación (ClNa 0.05 mol.L-1, pH 1.6) (Cicarelli, 

San Lorenzo, Argentina) a 0.5 mL de FD. Los viales se mantuvieron a 37 °C en un 

agitador orbital a 150 rpm. En tiempos preseleccionados, se tomaron alícuotas libres de 

micropartículas (0.5 mL) a las que se les cuantificó el contenido de INH. Se añadió un 

volumen igual de medio fresco para mantener constante la FD. Luego de 2 horas, todo 

el volumen de solución salina se retiró suavemente y se volvió a colocar la misma 

cantidad (5.0 mL) de buffer Tris-HCl (0.1 mol.L-1, pH 7) (Cicarelli, San Lorenzo, 

Argentina). La liberación se analizó durante 24 horas. La cuantificación de INH se realizó 

por RP-HPLC (Prominence Series 20A, Shimadzu, Kyoto, Japón), utilizando un detector 

UV con arreglo de diodos (UV-Vis detector SPD-20A, Kyoto, Japón). Las condiciones 

cromatográficas y la curva de calibración utilizadas, se detallan en el Apéndice 3.  

 

3.3.8. Ensayo de estabilidad de RIF en presencia de INH 

Se obtuvieron micropartículas de INH utilizando EW/CG como FD aplicando las 

condiciones microfluídicas y tratamiento de irradiación por microondas ya detallados. La 

recolección se llevó a cabo durante 2 horas para obtener 1.0 mL de FD. Posteriormente, 

se retiró el aceite utilizando micropipeta. Se llevó a volumen final de 5 mL con solución 

buffer de pH 1.6 conteniendo RIF en una concentración de 9.63 ppm. Luego de 

transcurridas 2 horas, se cuantificó la RIF en la solución buffer por método de 

absorbancia UV a una ✂ = 471 nm utilizando un espectrofómetro UV/vis Shimadzu 

2401PC (Apéndice 3). Se determinó el porcentaje de RIF remanente en la solución 

buffer para las distintas situaciones: Partículas conteniendo INH tratadas a 900 W, 

partículas conteniendo INH tratadas a 270 W y solución buffer conteniendo INH y RIF 

disueltas (no encapsuladas). 
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3.3.9. Evaluación de actividad antibacteriana de micropartículas de EW/CG con 

INH encapsulada 

 Se realizó una evaluación de la actividad antibacteriana frente a MT a los efectos 

de evaluar si la INH liberada desde las micropartículas conserva su actividad. Se 

realizaron pruebas en cultivos de MT. Estas experiencias se llevaron a cabo en los 

laboratorios del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias de la ciudad de Santa 

Fe, siguiendo las estrictas normas de bioseguridad necesarias.  

 Se realizó un cultivo de suspensión de bacterias MT (ATCC 27294) con una 

turbidez comparable con Mc Farland 0.5. Luego, esta suspensión bacteriana se transfirió 

a la superficie de placas de Petri con medio de cultivo Agar Middlebrook 7H10 utilizando 

un hisopo de algodón estéril. Se perforaron pozos de 12 mm de diámetro en el medio 

con un tip estéril retirando luego con el mismo tip el medio sólido.  

 Se depositaron 100 ✠L de suspensión de micropartículas en cada pozo. Para 

esto, se recolectó el volumen requerido de micropartículas y se retiró el aceite de la FD. 

La concentración de INH en las micropartículas fue de 200 µg.mL-1. Esta concentración 

se encuentra por encima de la concentración inhibitoria mínima de INH en solución 

acuosa (Hegde et al., 2021). De esta forma, se garantiza que en caso de no detectar 

actividad antibacteriana se descarte que pueda deberse a baja concentración de 

antibiótico en el medio de cultivo. Las muestras así sembradas se incubaron en estufa 

a 37 ºC hasta observar crecimiento. Finalmente, las placas se fotografiaron tapadas en 

flujo laminar resguardando la bioseguridad.  

Se sembraron 6 placas realizando tres pozos en cada una de ellas (triplicado): 

1- Micropartículas con método de curado 900 W de potencia, 15s + INH 

2- Micropartículas con método de curado 900 W de potencia, 15 s 

3- Micropartículas con método de curado 270 W de potencia, 15 s + INH 

4- Micropartículas con método de curado 270 W de potencia, 15 s 

5- INH en solución acuosa  

6- Control de crecimiento de MT. En esta placa no se realizaron pozos. 

 

3.3.10. Evaluación de citotoxicidad celular de células Caco-2 ante micropartículas 

de EW/CG con INH  

 La viabilidad celular se define como el número de células sanas presentes en un 

cultivo celular en condiciones normales de crecimiento y la proliferación de células, es 

un indicador vital para determinar o conocer los mecanismos de acción de ciertos genes, 

proteínas y vías involucradas en la supervivencia o muerte celular después de la 

exposición a agentes tóxicos. Existen varios tipos de ensayos de proliferación y 
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citotoxicidad celular y los mismos se usan normalmente para evaluar la seguridad de 

nuevos fármacos con el fin de detectar si las moléculas de prueba tienen efectos sobre 

la proliferación celular o muestran efectos citotóxicos directos (Adam et al., 2016).  

 La evaluación del efecto citotóxico o anti proliferativo de las micropartículas con 

INH encapsulada se realizó mediante la evaluación de la viabilidad y proliferación de la 

línea celular Caco-2, células de adenocarcinoma de colon humano (ATCC, HTB-37). 

Para ello, se empleó el kit Cell Titer 96TM AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation 

Assay (Promega), el cual se compone de dos reactivos: MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

5-(3-carboximetoxi-fenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium)] en una concentración de 2 

mg.mL-1 y metasulfato de fenazina (PMS) en una concentración de 0,92 mg.mL-1. Estos 

ensayos fueron optimizados y realizados en el laboratorio de Cultivos de Células del 

Centro Biotecnológico del Litoral, FBCB-UNL, siguiendo la metodología propuesta por 

Cano-Sancho (Cano-Sancho et al., 2015) con algunas modificaciones.  

 Mediante este método colorimétrico se mide la proliferación celular, poniendo en 

evidencia la presencia de enzimas deshidrogenasas que se encuentran en las células 

metabólicamente activas y cuya actividad se relaciona en forma directa con la cantidad 

de células viables presentes en el cultivo. Las enzimas deshidrogenasas catalizan la 

biorreducción del MTS en un cromógeno soluble (azul de formazán) que absorbe a una 

✂ = 490 nm. El PMS actúa como dador de electrones en la reacción de óxido-reducción. 

La cantidad de producto generado es directamente proporcional al número de células 

metabólicamente activas en el cultivo.  

 El protocolo empleado se detalla a continuación. En placas estériles de fondo 

plano de 48 pocillos se sembraron, en cada pocillo, 200 ✂� de una suspensión celular 

de 4.105 cél.mL-1, incubándose durante 24 horas en estufa gaseada a 37 °C. 

Posteriormente, se removió el medio de cultivo de cada pocillo y en su lugar se colocaron 

500 ✂� de diferentes diluciones de micropartículas.  

 Para construir la curva de viabilidad de células en presencia de micropartículas 

cargadas con INH se realizaron diluciones a partir de micropartículas con una 

concentración de INH de 2000 µg.mL-1 para obtener concentraciones por encima de la 

concentración inhibitoria mínima (CIM) (Hegde et al., 2021) y que incluyan a la 

concentración seleccionada para los estudios de actividad antibacteriana. En la Tabla 2 

se presentan las diluciones y concentraciones analizadas para cada caso. Para cada 

dilución se recolectó en tubos eppendorfs el volumen correspondiente de partículas 

teniendo en cuenta el caudal de la FD y estimando el tiempo de recolección necesario 

para obtener cada volumen. Luego, se retiró el aceite de la FC y se agregó la cantidad 



�✁✂✄☎✆✝✞ ✟ 

 

 

104 
 

de buffer necesaria para cada dilución. Se ensayaron 3 réplicas de cada dilución, en 

ambos ensayos. 

 Para cada ensayo se incluyó un control negativo de 100 ✂� de partículas sin 

agente encapsulado diluidas con 400 ✂� de medio de cultivo, un control de crecimiento 

celular en condiciones normales de cultivo (100 % viabilidad) y un control positivo de 

Estaurosporina (STP, 250 nM) que causa un 50 % de citotoxicidad en 24 horas a células 

Caco-2 (previamente puesto a punto en el laboratorio). Luego de la adición de todas las 

muestras, las placas se incubaron nuevamente por 24 horas en estufa gaseada a 37 °C. 

 

Tabla 2: Volúmenes de micropartículas, volúmenes de medio de dilución y concentraciones 

resultantes seleccionadas para el ensayo de citotoxicidad de células Caco-2 ante micropartículas 

con INH. 

Volumen de 
micropartículas 

(µL) 

Volumen de medio 
(µL) 

Concentración resultante 
de INH (µg mL-1) 

100 400 400 

42 458 168 

25 475 100 

10 490 40 

 

Para revelar el ensayo, se lavaron todos los pocillos con 1X PBS, se adicionaron 

�✁✁ ✂� ✂✄ ☎✄✂✆✝ ✂✄ ✞✟✠✡✆☛✝ ☞✌✄✍✞✝ ✎✏ ✑✝✍✡✄✌✆✝✌☎✄✒✡✄✏ ✍✄ ✓✔✌✄✔✓✌✝✒ ✕✁ ✂L por pocillo del 

reactivo de color, preparado en el momento mezclando 1 mL de solución de MTS con 

✖✁ ✂� de solución de PMS por cada placa. Se incubó durante 3 horas a 37 °C en estufa 

gaseada. �✓ ✓✗✍✝✌✗✓✒✞✆✓ ✂✄✠ ✞✌✝☎✘✔✄✒✝ ✍✄ ☎✆✂✆✘ ✓ ✟✒✓ ✂ = 492 nm contra lectura de 

☞✝✒✂✝ ✂✄ ✑✠✓✞✓ ✓ ✂ = 690 nm. Las mediciones efectuadas a longitudes de onda entre 

630-700 nm ayudan a eliminar el ruido de fondo dado por restos celulares y por la 

presencia de componentes capaces de generar absorbancia no específica. Se calculó 

el porcentaje de viabilidad celular utilizando el valor de absorbancia del control negativo 

como 100 % de viabilidad celular.   

 

 

3.4. Resultados y discusión 

3.4.1. Generación de micropartículas con INH encapsulada 

La encapsulación de INH utilizando el dispositivo con juntura en doble cruz 

permitió generar las microgotas de alginato cargadas con el PA✙ La adición de una nueva 
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zona de contacto (segunda cruz) por donde se circuló la fase FES resultó ventajosa 

dado que la posibilidad de entrecruzamiento dentro del dispositivo permitió obtener 

partículas homodispersas y estables, sin observarse coalescencia en el medio de 

recolección. En la Figura 37 se presentan imágenes de las partículas de alginato 

obtenidas tomadas por microscopía óptica. Se observaron morfologías con simetría 

esférica, con un diámetro medio de 315 µm y distribución de tamaño homodisperso.  

 

 

Figura 37: (a) Imágenes de micropartículas de alginato sódico cargadas con INH obtenidas por 

microscopía óptica, (b) Histograma de distribución de diámetros de partículas. 

 

Si bien la obtención de micropartículas fue exitosa, al realizar los ensayos de 

liberación se observó que prácticamente la totalidad (� 95 %) de la INH se liberó durante 

los primeros minutos de ensayo. Podría inferirse que, en estas condiciones 

fisicoquímicas, este PA se retiene débilmente dentro de la matriz de alginato y se libera 

rápidamente a la fase acuosa. Por lo tanto, se concluye que, si bien la metodología de 

síntesis de micropartículas resultó exitosa, podría ser adecuada para encapsular otro 

PA, pero no lo es para encapsular INH.  

En función de estos resultados, se procedió a explorar otro sistema de 

encapsulación para INH. Se cambió la FD por una solución de EW/CG utilizando el 

dispositivo microfluídico con juntura en simple cruz y la metodología de curado de 

micropartículas por irradiación de MW.  

La Figura 38 muestra imágenes de microscopia USB de la formación de las 

microgotas en la unión transversal a distintos tiempos (Figura 38b) y microgotas 

generadas en el puerto de salida del dispositivo microfluídico (Figura 38c). Los caudales 

de las FD y FC fueron 0.5 mL.h-1 y 3.5 mL.h-1, respectivamente. En este régimen 

dinámico de fluidos, la velocidad de producción fue de aproximadamente 2 gotas por 
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segundo. El régimen fue seleccionado después de explorar la generación de gotas en 

una amplia gama de condiciones operativas. 

 

 
Figura 38: (a) Fotografía del dispositivo de PMMA lleno de una solución acuosa coloreada para 

representar la red fluídica. (b) Fotografías instantáneas que muestran los diferentes pasos de 

formación de gotas en función del tiempo en la unión transversal: llenado (
1

t ); escotadura (
2

t ); 

desprendimiento (
3

t ); reinicio el ciclo (
4

t ). Las imágenes se presentan como fueron adquiridas, 

sin edición que no sea recortar en los bordes; las líneas discontinuas se incluyeron para una 

mejor demarcación de las paredes del microcanal. (c) Imagen del microscopio USB de 

microgotas recién obtenidas 

 

La formación de gotas está gobernada por fuerzas hidrodinámicas que deforman 

el jet de fluido y por las fuerzas de tensión superficial que minimizan el área interfacial. 

En la intersección de canales, la gota en desarrollo es elongada mientras gana material, 

se adelgaza formando un cuello y finalmente se separa aguas abajo (Figura 38b). Las 

gotitas se vuelven perfectamente esféricas cuando no están confinadas en los 

microcanales, como se observa en la salida del dispositivo microfluídico (Figura 38c). 

Las microgotas recogidas fueron curadas por MW (270 W y 900 W, durante 15 s), 

generándose micropartículas sólidas suspendidas en la fase oleosa. Las micropartículas 

sedimentaron en reposo en la FC, mostrando gran estabilidad contra la floculación, 

incluso después de 30 días de almacenamiento. Dado que toda la fase acuosa (FD, 

mezcla EW/CG/INH) inyectada al dispositivo microfluídico finalmente formó 

micropartículas, y la solubilidad de INH en aceite es muy baja (log P = 0.64) (Brennan 
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et al., 2008), la eficiencia de encapsulación se consideró del 100 %. La alta hidrofilicidad 

de INH asegura que su pasaje a la fase oleosa (durante la generación, manipulación o 

almacenamiento de micropartículas) sea despreciable, lo que evidencia que las 

moléculas de INH se retienen en las micropartículas y se liberan solo cuando son 

expuestas al contacto con los buffers de liberación. 

La Figura 39a presenta una imagen de microscopia óptica de una sola 

micropartícula. La superficie de la partícula muestra diferentes dominios de textura, 

como resultado de la complejación de proteínas y polisacáridos. En la Figura 39b se 

muestra una imagen más detallada de la microestructura, donde se distinguen 

claramente áreas con diferente rugosidad. 

 

 
Figura 39: Caracterización por microscopía óptica de micropartículas de EW/CG cargadas con 

INH a diferentes aumentos. (a) Micropartícula única observada en 10X. (b) Topología de la 

superficie de la micropartícula observada a 40X. 

 

En la condición de pH seleccionada para formular la FD, las interacciones 

electrostáticas débiles entre las proteínas de la EW y el CG conducen a la formación de 

complejos solubles (Marengo et al., 2019). La irradiación con MW mejora la 

complejación, ya que las proteínas globulares se desnaturalizan y exponen los grupos 

funcionales de los aminoácidos (ocultos en el núcleo de la conformación nativa) para 

formar enlaces cruzados covalentes (Cortés-Morales et al., 2021). 

Las moléculas de INH se dispersan uniformemente en la matriz, donde las 

interacciones electrostáticas entre las proteínas y los polisacáridos estabilizan la 

encapsulación. Es importante señalar que se espera que las moléculas de INH se 

dispersen uniformemente en la matriz porque se disuelven previamente en la solución 

polimérica utilizada para elaborar las micropartículas cargadas con este PA (inciso 

2.3.3). Posteriormente, las microgotas se forman a partir de esta solución precursora 

utilizando el método microfluídico y luego se curan para formar micropartículas. 
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 En la Figura 40 se muestran imágenes de las partículas obtenidas, tomadas por 

microscopía óptica y los respectivos gráficos de distribución de tamaño. Se observan 

partículas de forma esférica y altamente homodispersas. En la Figura 40a se muestran 

las micropartículas recién obtenidas sin tratamiento de curado, en Figura 40c curadas a 

270 W y en Figura 40e curadas a 900 W. 

 Los histogramas de distribución de tamaño (Figuras 40b, 40d y 40f) revelaron 

que el tratamiento con MW no afectó la microestructura de las partículas, ya que se 

midieron diámetros medios similares en todos los casos. De hecho, la irradiación con 

MW resulta una excelente alternativa para inducir el entrecruzamiento en la mezcla de 

biopolímeros, evitando así la adición de sustancias químicas que podrían interferir con 

el compuesto activo. 

 

 
Figura 40: Imágenes de microscopia óptica con 10X de aumento: (a) partículas de EW/CG 

cargadas con INH recién obtenidas (c) partículas entrecruzadas por radiación MW a 270 W 

durante 15 s, y (e) a 900 W durante 15 s. Histogramas de distribución de tamaño (b), (d) y (f) 

correspondientes a las partículas que figuran en (a), (c) y (e), respectivamente. 

 

 

 



�✁✂✄☎✆✝✞ ✟ 

 

 

109 
 

3.4.2. Espectroscopía IR de partículas de EW/CG con INH encapsulada 

Las mediciones de espectroscopia IR se realizaron para obtener conocimientos 

sobre las interacciones entre los componentes moleculares que forman las 

micropartículas. Figura 41a muestra los espectros típicos de los compuestos 

individuales, EW, CG e INH. Para EW, los picos en 3296, 3076 y 2935 cm-1 se debieron 

al estiramiento CH y NH de Amida A y B. Los picos en 1655 y 1541 cm-1 correspondieron 

a Amida I (C = O estiramiento) y Amida II (flexión NH, estiramiento CN), 

respectivamente. En la región entre 1450 y 1240 cm-1, se observaron los picos (1450, 

1396, 1313 y 1240 cm-1) de la Amida III (flexión NH, estiramiento CN) (Thiyagarajan et 

al., 2018). Figura 41a también muestra el espectro de CG. Los picos en 3445 y 2910 

cm-1 se debieron al estiramiento de OH y CH y el pico en 1647 cm-1 correspondió al agua 

unida al polímero. Las señales del grupo éster sulfato (SO, O = S = O, COS) se 

observaron en 1456, 1375, 1265, 847 y 704 cm-1. El pico a 1070 cm-1 correspondió al 

enlace glicosídico y a 927 cm-1 al grupo éter en 3,6-anhidrogalactosa (Sen & Erboz, 

2010). Finalmente, la especificación de INH también estuvo de acuerdo con los 

resultados previamente reportados por Diniz (Diniz et al., 2018). En las regiones 3447-

3017 cm-1 y 1600-1550 cm-1, respectivamente, se observaron estiramientos de NH y 

flexión de NH asociados a las aminas primarias y secundarias. El pico a 1666 cm-1 se 

debió al grupo carbonilo de la amida y a 1337 cm-1 correspondió al estiramiento del CN 

del anillo piridina. 

La Figura 41b muestra los espectros de partículas no tratadas, partículas tratadas 

con MW a 270 W para 15 s y partículas tratadas con MW a 900 W para 15 s. Las señales 

de INH no pudieron ser identificadas. Este resultado puede explicarse teniendo en 

cuenta el tamaño y la relación de masa de los componentes de la formulación. En cuanto 

al tamaño, las moléculas del polímero y la proteína son mucho más grandes que la del 

antibiótico. Además, la cantidad de EW y CG es mayor que la cantidad de INH. Sin 

embargo, los tres espectros parecen ser bastante similares, y solo se pueden observar 

pequeñas diferencias entre ellos. En comparación con EW y CG (Figura 41a), los 

espectros de la mezcla presentaron tres picos notables a 2926, 2854 y 1746 cm-1 que 

no pueden atribuirse ni a la proteína ni al polímero. Probablemente, estos cambios se 

deben a la formación de ésteres de carragenato (C = O, 1746 cm-1) o la aparición de la 

reacción de Maillard entre el grupo carbonilo en la galactosa de estos ésteres y 

aminoácidos de EW (Mao et al., 2018). La intensidad de los tres picos aumentó de 

muestras correspondientes a partículas no tratadas a muestras correspondientes a 

partículas tratadas con MW a 900 W durante 15 s (por ej. a 2926 cm-1, del 25,6 % al 

38,9 %). 
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Se observaron otros cambios menores en la región entre 1460 y 1080 cm-1; por 

ejemplo, los picos se trasladaron a números de onda más bajos (1095 cm-1 en partículas 

no tratadas se trasladó a 1084 cm-1 en partículas tratadas con MW a 900 W durante 15 

s). Finalmente, las interacciones entre las moléculas pueden ser atribuidas a la 

formación de ésteres, reacción de Maillard, creación de enlaces de hidrogeno, o una 

combinación de estos mecanismos. 

 

 

 
Figura 41: Espectros FTIR de: (a) soluciones individuales EW, CG e INH; (b) micropartículas 

EW/CG/INH bajo tratamiento de curado con MW a 270 W/15 s y 900 W/15 s. 

 

3.4.3. Liberación de INH 

La Figura 42 muestra los resultados del ensayo de liberación de INH de 

micropartículas de EW/CG a 37 °C con agitación orbital. Se observaron perfiles de 

liberación similares en ambas condiciones de curado; sin embargo, las partículas 

tratadas a 900 W liberaron menor cantidad de INH desde el comienzo del ensayo. No 

se observó liberación súbita (burst release) en ninguna experiencia. 
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Durante las dos primeras horas a pH 1.6, se observaron liberaciones de ~ 35 % y 

~ 22 % de partículas tratadas a 270 W y 900 W, respectivamente. Claramente, a medida 

que aumenta la potencia de irradiación, aumenta la desnaturalización de proteínas y el 

entrecruzamiento, disminuyendo la velocidad de liberación. Estos resultados son 

satisfactorios, dado que muestran que la INH se liberó en bajas cantidades en 

condiciones de pH y de tiempo de residencia característicos del estómago. 

Cuando se sustituyó la solución buffer de pH 1.6 por la solución buffer de pH 7, se 

produjo un cambio súbito de las pendientes de la curva, y luego los perfiles de liberación 

siguieron tendencias similares. Luego de 24 horas, ambos sistemas mostraron una 

meseta de liberación máxima. Las partículas tratadas a 270 W liberaron alrededor del 

83% del fármaco, mientras que las tratadas a 900 W liberaron alrededor del 65%. Por lo 

tanto, el método de curado propuesto permite diseñar sistemas con velocidades de 

liberación ajustables, que podrían iterarse para la búsqueda de una liberación de INH 

óptima. 

Para obtener mayor información sobre el mecanismo de liberación de INH a partir 

de micropartículas EW/CG, se estudiaron los resultados experimentales de las primeras 

6.5 horas del ensayo utilizando los siguientes modelos cinéticos (Higuchi, 1963; 

Korsmeyer et al., 1983; Gouda et al., 2017; Wu et al., 2019): 

 

tkQQQ 100 ln)ln( �✁�         (4) 

 

2/1
0/ tkQQ H✂          (5) 

 

n
ptkQQ ✄0/           (6) 

 

En todos los casos, 0/QQ  representa la fracción acumulada de INH liberada a 

tiempo t , y ik  son las respectivas constantes cinéticas. En particular, la Ec. (4) 

representa el modelo de primer orden, la Ec. (5) es el modelo de Higuchi, y la Ec. (6) es 

el modelo de Korsmeyer-Peppas. El último modelo se usa comúnmente para describir 

la liberación de fármacos de una matriz polimérica, donde el exponente de difusión ( n ) 

caracteriza el mecanismo de liberación (Korsmeyer et al., 1983). Los ajustes realizados 

a los datos experimentales (Ec. 6) se presentan en el inserto de la Figura 42. Los valores 

de los parámetros de ajuste se indican en la Tabla 3 donde se incluye el error porcentual 

de ajuste para cada modelo cinético (☎ %). 
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El modelo de Higuchi (Higuchi, 1963) presentó los mayores valores de ✞%. Dado 

que este modelo concibe un proceso puramente difusivo (raíz cuadrada del tiempo), el 

resultado indica que el sistema estudiado implicaría un mecanismo de liberación 

adicional. Además, los valores de ✞% para la Ec. (5) son mayores para la liberación a 

pH 1.6 que para pH 7, lo que indica que un mecanismo adicional juega un papel 

importante en las condiciones de pH más bajas. Por otra parte, los valores ✞% más bajos 

de la Tabla 3 se obtuvieron con el modelo de primer orden, donde la velocidad de 

liberación es directamente proporcional a la concentración del PA restante en la 

partícula. 

Considerando 1k , se podría inferir que la velocidad de liberación de partículas 

tratadas a 900 W resultó 52 % menor a pH 1.6 y 61 % menor a pH 7 que las tratadas a 

270 W, respectivamente. Esta información resulta útil para optimizar los perfiles de 

liberación mediante el control de las condiciones de curado. 

En el modelo Korsmeyer-Peppas, pk  proporciona información sobre las 

características estructurales de las micropartículas. Los valores de pk  resultantes en la 

Tabla 3 indican que la liberación fue más rápida a pH 7 que a pH 1.6 en ambas 

condiciones de curado, y que las partículas curadas a 270 W suministraron la INH más 

rápido que las partículas curadas a 900 W. 

 

Tabla 3: Valores promedio de parámetros de los modelos de primer orden (Ec. (4)), Higuchi (Ec. 

(5)) y Korsmeyer-Peppas (Ec. (6)) y error porcentual de ajuste (�%) aplicados a ensayos de 

liberación de INH desde micropartículas de EW/CG. 

MW 
pH 

Primer orden Higuchi Korsmeyer-Peppas 

(W) )( 1
1

✁hk  (%)✂  )( 5.0✄hkH  (%)☎  )( n
p hk ✆  )(✝n  (%)✟  

270 1.6 0.25 0.014 0.23 3.6 0.24 0.70 1.3 

270 7.0 0.18 0.082 0.27 0.35 0.32 0.39 0.05 

900 1.6 0.13 0.001 0.12 2.9 0.13 0.72 0.12 

900 7.0 0.11 0.024 0.18 0.44 0.20 0.44 0.09 

 

También en este modelo, el exponente n está relacionado con el mecanismo de 

liberación de fármacos: n  < 0.5 indica que la liberación es controlada por un proceso 

Fickiano, ya que la velocidad de difusión es mucho menor que la velocidad de relajación 

de la pared de la micropartícula, y 0.5 < n < 1 (difusión no-Fickiana) ocurre cuando la 

liberación se controla por difusión y relajación de la pared (Langer & Peppas, 1981; 

Korsmeyer et al., 1983). Por lo tanto, los valores de n descriptos en la Tabla 3 sugieren 
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que la liberación de INH siguió una difusión no-Fickiana a pH 1.6 y luego una difusión 

Fickiana a pH 7. Estos resultados concuerdan con los resultados arrojados por el modelo 

de Higuchi (n = 0.5) el cual no ajusta los datos experimentales al pH más bajo. 

 

 

Figura 42: Ensayo de liberación in vitro: Porcentaje acumulativo de INH suministrado por las 

micropartículas EW/CG a 37 °C en solución buffer de NaCl 0,05 mol.L-1, pH 1,6 (primeras 2 h) y 

solución buffer Tris-HCl 0,1 mol.L-1, pH 7 (las siguientes 22 h). El recuadro muestra un ejemplo 

del procedimiento de ajuste utilizado para obtener los parámetros del modelo cinético. Los 

símbolos son datos experimentales (primeras 6,5 h del experimento) y las líneas representan las 

curvas de ajuste de la Ec. (6), con los valores de los parámetros indicados en tabla 4. 

 

3.4.4. Ensayo de estabilidad de RIF en presencia de INH 

La Tabla 4 resume los resultados obtenidos de cuantificación de RIF por método 

de absorbancia UV a una ✂ � 471nm, según se describió en el inciso 3.3.8. 

 

Tabla 4: Porcentaje de RIF en medio con pH 1.6.  

% de RIF 
Partículas (900W 

+ INH)-RIF 
Partículas 

(270W + INH)-RIF 
INH +RIF 

(sin partículas) 
RIF 

77.11 73.83 59.93 67.4 
 

Se observa una menor degradación de la RIF en las experiencias donde la INH se 

encuentra encapsulada. En tal sentido, se corroboraría que la encapsulación de una de 

las drogas (INH) impide la interacción inmediata entre ellas y retrasa la degradación de 

RIF. La degradación de RIF fue menor en el sistema de partículas tratadas con MW a 

900 W potencia. En concomitancia con lo observado en los perfiles de liberación de INH, 
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parecería que al ocurrir una liberación más lenta de INH en el sistema de partículas 

tratadas con 900 W de potencia también ocurre una menor degradación de la RIF. 

 

3.4.5. Evaluación de actividad antibacteriana de INH 

 En la Figura 43 se muestran imágenes de las placas de Petri correspondientes 

a los ensayos de actividad antibacteriana.  

 

 
Figura 43: Imágenes de placas de Petri de ensayos de actividad antibacteriana (M. tuberculosis, 

ATCC 27294) de INH encapsulada en micropartículas de EW/CG. (1) Micropartículas con método 

de curado 900 W de potencia, 15 s + INH, (2) Micropartículas con método de curado 900 W de 

potencia, 15 s, (3) Micropartículas con método de curado 270 W de potencia, 15 s +INH, (4) 

Micropartículas con método de curado 270 W de potencia, 15 s, (5) INH en solución acuosa, (6) 

Control de crecimiento de MT. 

 

 Se observó que en las experiencias donde se sembraron micropartículas con 

INH encapsulada no hubo crecimiento bacteriano (placas 1 y 3). Mientras que en las 

1 2

3 4

5 6
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experiencias donde se sembraron micropartículas sin INH encapsulada sí hubo 

crecimiento (placas 2 y 4). El efecto antibacteriano fue positivo en ambas formulaciones 

de micropartículas, tanto en las tratadas con 900 W de potencia como en las tratadas 

con 270 W. Asimismo, se corroboró el efecto inhibidor de la INH en solución (placa 5) y 

el crecimiento favorable del MT en ausencia de antibiótico (placa 6). El mayor 

crecimiento alrededor de los pozos de las placas 2 y 4 podría deberse a que como las 

suspensiones de micropartículas poseen restos de aceite de oliva éste podría actuar 

como factor de crecimiento bacteriano. En la placa 4 se observa una pequeña 

contaminación fúngica la cual no interfiere en la visualización de los resultados. 

 

3.4.6. Evaluación de citotoxicidad celular de células Caco-2 ante micropartículas 

con INH encapsulada 

 En la Figura 44 se presentan los resultados de viabilidad de línea celular Caco-

2 en presencia de micropartículas cargadas con INH. Se observó que la viabilidad 

disminuyó progresivamente hasta 55 % a la máxima concentración ensayada de 400 

µg.mL-1. De acuerdo con la norma ISO 10993-5:2009, cuando un agente causa una 

reducción en la viabilidad celular mayor al 30 % se considera citotóxico. Si bien se 

necesitaría un estudio más exhaustivo de viabilidad celular en presencia de INH, con los 

resultados obtenidos hasta el momento se podría concluir que formulaciones de INH 

menores a 200 µg.mL-1 podrían utilizarse de forma segura ya que causan una reducción 

de la viabilidad celular menor al 30 %. 

 

 
Figura 44: Viabilidad de línea celular Caco-2 en presencia de micropartículas cargadas con 

concentraciones crecientes de INH. 
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Otro de los resultados de interés de este ensayo es el que indicaría que las 

micropartículas sin INH presentan muy baja, o casi nula, citotoxicidad. Si bien se 

observó una disminución promedio de la viabilidad de aproximadamente el 10 %, esto 

podría deberse al propio error experimental.  

 

 

3.5. Conclusiones parciales 

Los resultados presentados en este capítulo muestran que las micropartículas 

obtenidas con la metodología microfluídica desarrollada permitieron encapsular INH. 

 Las conclusiones más relevantes obtenidas a través de este estudio 

evidenciaron que:  

(i) El prototipo de dispositivo con juntura en doble cruz permitió la obtención de 

micropartículas de alginato sódico homodispersas y con buena esfericidad, capaces de 

encapsular INH, pero con baja retención del PA en los ensayos simulando condiciones 

de pH gastrointestinal. 

(ii) La encapsulación de INH en partículas compuestas por EW/CG utilizando el 

dispositivo con juntura en simple cruz permitió obtener micropartículas esféricas, 

monodispersas y altamente estables, capaces de retener el PA. El sistema de curado 

por irradiación por MW permitió modificar los perfiles de liberación que fueron 

progresivos. 

(iii) El análisis de los perfiles de liberación con modelos teóricos simples permitió concluir 

que la liberación es del tipo no-Fickiana a pH 1.6 probablemente debida a la 

combinación de efectos difusivos y de relajación de la matriz que conforma las 

micropartículas, continuando luego con una difusión Fickiana a pH 7. 

(iv) El ensayo de estabilidad de RIF en presencia de INH mostró que la degradación de 

RIF fue menor en los sistemas donde la INH se encontró encapsulada.  

(v) La evaluación de actividad antibacteriana mostró que la INH encapsulada conserva 

su actividad luego de ser liberada desde las micropartículas.  

(vi) Los ensayos de evaluación de citotoxicidad celular sobre línea celular Caco-2 ante 

micropartículas con INH mostraron que se podrían utilizar de forma segura 

formulaciones con este PA en concentraciones menores a 200 µg.mL-1, ya que causan 

una reducción de la viabilidad celular inferior al 30 %. 
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CAPÍTULO 4 

 

APLICACIÓN NUTRICIONAL DE LAS 

MICROPARTÍCULAS: ENCAPSULACIÓN DE 

HEMOGLOBINA EN POLVO COMO FUENTE 

DE HIERRO HEMÍNICO. 
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4.1. Introducción 

 En este capítulo se describe la aplicación de la metodología de generación 

microfluídica de micropartículas para la encapsulación de hemoglobina (Hmg) en polvo 

como fuente de hierro hemínico (FeH), utilizado para el tratamiento de la anemia 

ferropénica. La metodología de análisis realizada sigue la secuencia ya descripta en el 

Capítulo 3 para la encapsulación de INH. Inicialmente se estudia el proceso de 

encapsulación propiamente dicho, seguido de la capacidad de la matriz para liberar 

hierro. Además, se evalúa la citotoxicidad y la permeabilidad biológica del hierro 

liberado. 

 

4.1.1. Déficit de hierro  

La anemia es una afección de salud muy común. Según la OMS, la prevalencia 

de anemia depende de los grupos étnicos y la ubicación geográfica, pero se estima que 

el 50% de estos casos se deben a la deficiencia de hierro (Span et al., 2016). Entre las 

principales causas de su deficiencia, pueden mencionarse la insuficiente cantidad de 

hierro y sus reservas en el organismo, la pérdida de sangre como causa de algún tipo 

de hemorragia (menstrual, tracto gastrointestinal, lesiones) y la disminución de la 

absorción de hierro en el tubo digestivo (biodisponibilidad) (Span et al., 2016; 

Skolmowska & ✠✡☛☞✌✍✎✏ 2019; Piskin et al., 2022). 

Un metabolismo saludable del hierro es importante, ya que el hierro es el 

principal mineral involucrado en el transporte de oxígeno, la síntesis de ADN, y el 

crecimiento y supervivencia celular (Span et al. 2016; Maas et al., 2023). La homeostasis 

del hierro se regula principalmente por absorción intestinal, teniendo en cuenta que la 

absorción de este mineral tiene lugar predominantemente en el duodeno y el yeyuno 

superior por parte de los enterocitos. Esta absorción es regulada por la hormona 

hepcidina que se produce en los hepatocitos y se une a la ferroportina, proteína 

transportadora de hierro que traslada hierro desde los enterocitos duodenales hacia la 

circulación (Fuqua et al., 2012).  

La deficiencia de hierro evoluciona en forma general, según distintos estadios. 

En el primer estadio, el requerimiento de hierro supera la ingesta, lo que causa depleción 

progresiva de los depósitos de hierro de la médula ósea. A medida que disminuyen los 

depósitos, aumenta en compensación la absorción de hierro de la dieta. Durante 

estadios más tardíos, la deficiencia altera la síntesis de eritrocitos, y la consecuencia 

final es la anemia (Ganz & Nemeth, 2012). 

La patología suele desarrollarse lentamente, porque puede pasar mucho tiempo 

hasta que las reservas de hierro se agoten en el organismo y la médula ósea produzca 
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menos glóbulos rojos y a su vez, sean de menor tamaño. Su evolución será más rápida 

cuando se manifieste un desequilibrio entre la proporción de hierro ingerido y su reserva 

en el organismo, las necesidades de micronutrientes esenciales para el proceso de 

eritropoyesis (cobre, vitamina B12, ácido fólico), las pérdidas corporales y el balance 

hormonal. La ausencia de estos micronutrientes y hormonas hace que la producción de 

glóbulos rojos sea inferior a la necesaria o que estén deformados y sean incapaces de 

transportar correctamente el oxígeno (Ganz & Nemeth, 2012; Günther, 2023). Como 

consecuencia, puede generar fatiga excesiva en adultos, retraso del crecimiento y 

desarrollo en niños y disminución de la capacidad de aprendizaje en adolescentes 

(Domellöf et al., 2014; Bailey et al., 2015).  

 La anemia ferropénica mantiene su importancia como patología, por ser una de 

las deficiencias nutricionales con incidencia directa en lactantes y mujeres gestantes 

(Domellöf et al., 2014; Galicia et al., 2016; Benson et al., 2022; Igbinosa et al., 2022). 

En nuestro país, desde hace algunos años, existen dos leyes que tienden a subsanar, 

al menos en parte, el déficit de hierro de la población, sea a través de programas 

nacionales o simplemente, a través del suministro a la población de alimentos de 

consumo masivo como lo expuesto en las normativas tales como la ley 25459 que 

establece la fortificación de leche entera o la ley 25630 donde se establecen condiciones 

de adición de hierro a la harina de trigo, ácido fólico, tiamina, riboflavina y niacina en 

proporciones específicas. Si bien existen todas estas alternativas para disminuir la 

incidencia de anemias a través de la ingesta de productos fortificados o suplementos 

dietarios conteniendo hierro (Vatandoust & Diosady, 2022), en muchos casos, no se 

evidencian los resultados esperados (Churio et al., 2018). 

Otro de los factores de importancia que inciden en el fracaso de distintas 

estrategias para afrontar esta patología, es la interrupción de las terapias de 

suplementación debido a características organolépticas de los productos formulados 

con hierro (Larson et al., 2021; Vatandoust & Diosady, 2022), trastornos 

gastrointestinales y baja biodisponibilidad asociada a la ingesta junto con otros 

alimentos (Piskin et al., 2022), incluso casos de intolerancia al hierro (Culeddu et al., 

2022; Maas et al., 2023). 

Hay dos formas de hierro dietético, el hierro no hemínico (FeNH) que está presente 

en las verduras y los granos, y el hierro hemínico (FeH) que se encuentra 

predominantemente en la carne roja en forma de Hmg y mioglobina (Miret et al., 2010). 

Se sabe que, aunque la prevalencia del FeNH es superior a FeH, este último se absorbe 

hasta un 30 % más eficazmente (Villarroel et al, 2011). 
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Debido a que los suplementos de FeNH son relativamente baratos y fáciles de 

producir, la industria farmacéutica ha desarrollado varias formulaciones orales a base 

de sales de hierro como sulfato ferroso. Sin embargo, estas formulaciones se asocian 

con diversos efectos secundarios, como trastornos gastrointestinales que 

probablemente, son causados por la cantidad redundante de hierro en los preparados 

que permanecen sin absorber en el colon (Kalinowski & Richardson, 2005). En 

consecuencia, hay una necesidad urgente de preparaciones orales más avanzadas con 

mayor biodisponibilidad y menos efectos secundarios. 

El FeH es una forma orgánica de hierro presente en la molécula de porfirina de 

la Hmg o mioglobina y derivado mayoritariamente de fuentes de alimentos animales, 

siendo el de mejor disponibilidad y absorbido sin sufrir modificaciones y sin interaccionar 

con otros componentes de la dieta (Valenzuela et al., 2009; Buzala et al., 2016; 

�✍✁✂✄✁☎✌✍✎ ✆ ✠✡☛☞✌✍✎✏ ✝✞✟✠).  

A diferencia del hierro no hemínico que es absorbido por los enterocitos a través 

del transportador de metal divalente 1 (DMT1), el mecanismo de absorción exacto para 

el hierro hemínico sigue siendo un tema de debate. Sin embargo, es generalmente 

aceptado que el grupo hemo se une a la membrana del borde del cepillo de los 

enterocitos del duodeno y es transportado posteriormente por un transportador diferente 

como hierro no hemínico a través de la membrana celular al citoplasma (Shayeghi et al., 

2005; Korolnek & Hamza, 2014). 

Los principales factores para el desarrollo de nuevas terapias orales de hierro 

serían la mejora de la estabilidad, biodisponibilidad y solubilidad del suplemento de 

hierro (Hunter et al., 2012). La tecnología de encapsulación ha mejorado 

sustancialmente varios de los problemas mencionados, reduciendo la posibilidad de que 

ocurran reacciones de precipitación y quelación con otros componentes de la dieta en 

el tracto gastrointestinal (Span et al., 2016; Vatandoust & Diosady, 2022). 

En este trabajo de Tesis se estudió a encapsulación de Hmg bovina en polvo 

como fuente de FeH.  

 

 

4.2. Objetivos parciales  

Objetivo 1: Encapsular Hmg en polvo como fuente de hierro hemínico y evaluar su 

liberación en condiciones de pH compatibles con la vía gastrointestinal. 

Objetivo 2: Evaluar la citotoxicidad y la permeabilidad biológica de hierro liberado desde 

las micropartículas. 
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4.3. Materiales y métodos 

4.3.1. Materiales 

Se utilizó aceite de oliva de calidad alimentaria (Olivi Hnos., Mendoza, Argentina) 

como FC. Para la formulación de la FD se adquirieron huevos de gallina frescos en un 

mercado local, se utilizó CG (Tipo I, 80% kappa y 20% lambda carragenato) marca 

Sigma Chemicals (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). 

La Hmg en polvo bovina como fuente de FeH fue provista por la empresa Yeruva 

S.A. (Esperanza, Argentina). Este producto se obtuvo a partir de sangre entera fresca 

proveniente de la faena de bovinos, sometida a un proceso de centrifugación para 

separar el plasma y posterior secado por el método spray de la fase no plasmática. El 

producto resultante se constituye de un valor mayor a 90% de proteína (según ficha 

técnica del fabricante), siendo apto de utilizar como potencial complemento proteico y 

de FeH. El contenido de hierro de la Hmg en polvo fue cuantificado por el Servicio 

Centralizado de Grandes Instrumentos (SECEGRIN)-CCT Conicet-Santa Fe, mediante 

la técnica de absorción atómica por atomización de llama con un Espectrómetro Perkin 

Elmer PinAAcle 900T. Se obtuvo un valor de 2.39 mg/g de hierro por gramo de polvo de 

Hmg. 

 

4.3.2. Dispositivo microfluídico 

Para este estudio se utilizó el dispositivo en simple cruz descripto en el Capítulo 

1, inciso 1.3.1.  

 

4.3.3. Preparación de la FD 

Para la encapsulación de Hmg se utilizó la FD compuesta EW/CG cuya 

metodología de preparación fue descripta en Capítulo 2, sección 2.3.3. Una vez 

preparada esta mezcla biopolimérica se adicionaron 0.75 g de Hmg en polvo a 15 mL 

de FD.  

 

4.3.4. Generación de micropartículas  

Los caudales aplicados al del sistema microfluídico para obtener micropartículas 

con Hmg encapsulada fueron 3.5 mL.h-1 para la FC y 0.5 mL.h-1 para la FD. Todos los 

ensayos se hicieron a temperatura ambiente controlada de 25 ºC. 
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4.3.5. Curado de micropartículas 

 Las micropartículas de EW/CG con Hmg luego de recolectadas fueron tratadas 

aplicando irradiación en horno microondas (BGH, Modelo B330DSS, Río Grande, 

Argentina) aplicando una potencia de 900 W, durante 15 s. 

 

4.3.6. Caracterización de micropartículas 

 El tamaño y la morfología de las micropartículas, fue determinado por 

microscopía óptica con un microscopio Leica DM750 (Leica Microsystems, Heerbrugg, 

Suiza) con cámara digital integrada ICC50W. Se midió el diámetro de las micropartículas 

individuales, luego se calculó el tamaño promedio y la desviación estándar. Se midieron 

cien micropartículas por muestra para proporcionar valores estadísticos confiables. 

Todos los experimentos se hicieron por duplicado. 

 

4.3.7. Ensayos de liberación 

Para la evaluación de la liberación de hierro desde las micropartículas con Hmg 

encapsulada, primeramente, se evaluó la posible liberación de hierro desde las 

micropartículas hacia la FC. Para ello, se tomó una alícuota de la mezcla con 

micropartículas y de FC✁ con una cantidad de micropartículas correspondientes a 1.0 mL 

de la mezcla FD. Se llevó a un volumen final de 5.0 mL con aceite de oliva y se extrajeron 

alícuotas de 1.0 mL de aceite a intervalos de tiempo predefinidos, abarcando un tiempo 

total de 48 horas. Estas muestras de FC se trataron por digestión con microondas en un 

digestor Milestone START D, como etapa preparativa para la realización de los ensayos 

de absorción atómica.  

El contenido de hierro liberado hacia la FC fue analizado por absorción atómica 

por atomización de llama en un espectrómetro Perkin Elmer PinAAcle 900T. Se empleó 

el método de curva de calibrado con estándares acuosos certificados. El límite de 

detección fue de 0.01 mg.g-1 y el de cuantificación de 0.03 mg.g-1. Estas determinaciones 

se realizaron por duplicado, con micropartículas recién obtenidas, por parte del Servicio 

Centralizado de Grandes Instrumentos (SECEGRIN)-CCT Conicet-Santa Fe. 

Para evaluar la liberación de hierro desde la micropartículas hacia el medio de 

liberación se retiró la FC y se añadieron 5.0 mL de medio de liberación (ClNa 0.05 mol.L-

1, pH 1.6) (Cicarelli, San Lorenzo, Argentina) a 1.5 mL de FD. Se tomó mayor volumen 

de FD (en comparación con los ensayos de liberación de INH) para aumentar la 

sensibilidad del proceso de cuantificación de hierro. Luego de 2 horas, todo el volumen 

de solución salina se retiró suavemente y se volvió a colocar la misma cantidad (5.0 mL) 

de buffer Tris-HCl (0.1 mol.L-1, pH 7) (Cicarelli, San Lorenzo, Argentina). La liberación 
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se analizó durante 72 horas. La suspensión se sometió a agitación orbital a 150 r.p.m., 

a 37 °C. A intervalos de tiempo predefinidos, se extrajeron 1.5 mL de la fase acuosa de 

la suspensión y se analizó la liberación acumulativa de hierro mediante el método 

colorimétrico directo para la determinación de hierro (Fer-color AA, Wiener Laboratorios 

S.A.I.C., Rosario, Argentina). La metodología para cuantificación se presenta en el 

Apéndice 4. 

 

4.3.8. Evaluación de citotoxicidad celular de células Caco-2 ante micropartículas 

con Hmg encapsulada 

 La evaluación del efecto citotóxico o anti proliferativo de las micropartículas con 

Hmg encapsulada se realizó mediante la evaluación de la viabilidad y proliferación de la 

línea celular Caco-2, células de adenocarcinoma de colon humano (ATCC, HTB-37). 

Los fundamentos de esta técnica fueron detallados en el Capítulo 3. Para ello, se empleó 

el kit Cell Titer 96TM AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega), el 

cual se compone de dos reactivos: MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxi-

fenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium)] en una concentración de 2 mg.mL-1 y metasulfato 

de fenazina (PMS) en una concentración de 0,92 mg.mL-1. Estos ensayos fueron 

optimizados y realizados en el laboratorio de Cultivos de Células del Centro 

Biotecnológico del Litoral, FBCB-UNL, siguiendo la metodología propuesta por Cano-

Sancho (Cano-Sancho et al., 2015) con algunas modificaciones.  

 Para construir la curva de viabilidad de células en presencia de micropartículas 

cargadas con Hmg se realizaron diluciones a partir de micropartículas con una 

concentración de hierro de 1500 µM, de manera de abarcar concentraciones similares 

a las ensayadas (Span et al., 2016). En la Tabla 5 se presentan las diluciones y 

concentraciones analizadas. Para cada dilución se recolectó en tubos eppendorfs el 

volumen correspondiente de partículas teniendo en cuenta el caudal de la FD y 

estimando el tiempo de recolección necesario para obtener cada volumen. Luego, se 

retiró el aceite de la FC y se agregó la cantidad de buffer necesaria para cada dilución. 

Se ensayaron 3 réplicas de cada dilución, en ambos ensayos. 

Para cada ensayo se incluyó un control negativo de 100 ✂� de partículas sin 

agente encapsulado diluidas con 400 ✂� de medio de cultivo, un control de crecimiento 

celular en condiciones normales de cultivo (100 % viabilidad) y un control positivo de 

Estaurosporina (STP, 250 nM) que causa un 50 % de citotoxicidad en 24 horas a células 

Caco-2 (previamente puesto a punto en el laboratorio). Luego de la adición de todas las 

muestras, las placas se incubaron nuevamente por 24 horas en estufa gaseada a 37 °C. 
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Tabla 5: Volúmenes de micropartículas, volúmenes de medio de dilución y concentraciones 

resultantes seleccionadas para el ensayo de citotoxicidad de células Caco-2 ante micropartículas 

con Hmg. 

Volumen de 
micropartículas 

(µL) 

Volumen de medio 
(µL) 

Concentración 
resultante de Fe (µM) 

100 400 300 

70 430 214 

50 450 150 

35 465 107 

 

Para revelar el ensayo, se lavaron todos los pocillos con 1X PBS, se adicionaron 

✝✞✞ ✂� �✁ ✄✁�✂✁ �✁ ✄☎✂✆✂✝✁ ✞✟✁✌✄✁ ✠✏ ✡✁✌✆✁✟✂✁✟✄✁☛✆✁✏ ✌✁ ✎☞✟✁☞✎✟✁☛ ✌✞ ✂L por pocillo del 

reactivo de color, preparado en el momento mezclando 1 mL de solución de MTS con 

✍✞ ✂� de solución de PMS por cada placa. Se incubó durante 3 horas a 37 °C en estufa 

☞✎✌✁✎�✎✎ �✎ ✎☞✌✁✟☞✎☛✄✂✎ �✁✂ ✄✟✁✄✏☞✁☛✁ ✌✁ ✄✂�✂✏ ✎ ☎☛✎ ✑ = 492 nm contra lectura de 

✞✁☛�✁ �✁ ✡✂✎✄✎ ✎ ✑ = 690 nm. Las mediciones efectuadas a longitudes de onda entre 

630-700 nm ayudan a eliminar el ruido de fondo dado por restos celulares y por la 

presencia de componentes capaces de generar absorbancia no específica. Se calculó 

el porcentaje de viabilidad celular utilizando el valor de absorbancia del control negativo 

como 100 % de viabilidad celular.   

 

4.3.9. Evaluación de la permeabilidad biológica de hierro encapsulado en 

membranas de células Caco-2. 

La absorción de un PA administrado por vía oral depende principalmente del 

mecanismo de liberación del PA, así como de su solubilidad y permeabilidad a través 

de la mucosa intestinal. Empleando un cultivo in vitro de células, se han desarrollado 

ensayos que imitan estrechamente las condiciones de absorción de la mucosa humana, 

permitiendo el reemplazo de animales de experimentación. La superficie intestinal se 

biomimetiza empleando una monocapa de células Caco-2 (células de adenocarcinoma 

de colon humano) sobre una membrana semipermeable. Para determinar la 

permeabilidad del hierro a través de la mucosa intestinal se realizó un ensayo de 

permeabilidad en células Caco-2.  

 Para medir las concentraciones de hierro permeadas a través de la monocapa 

celular se colocó una solución de hierro sobre la cámara apical de la membrana. Luego 

de incubada por 24 horas, la fracción permeada se recolectó de la cámara basolateral 
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de la membrana (Figura 38) para su posterior cuantificación. Estos ensayos fueron 

optimizados y realizados en el laboratorio de Cultivos de Células del Centro 

Biotecnológico del Litoral, FBCB-UNL, siguiendo la metodología propuesta por 

Hubatsch (Hubatsch et al., 2007) con algunas modificaciones.  

 

Figura 45: Esquema de una monocapa celular sobre un inserto de membrana PC en un pocillo 

de una placa de cultivo (Figura modificada de Abecia et al., 2009). 

 

La monocapa celular se o☞✆☎✝✁ ✄✁�✂✎☛✆✁ ✡✂✎�☎✁✁ �✁ ✍✞✞ ✂� de una suspensión 

celular de 3.105 cél.mL-1 en pocillos con inserto de membrana de policarbonato de 0.4 

µm (Jet Biofil, Guangzhou, China). Se sembraron 3 pocillos en la cámara apical de una 

placa de 12 pocillos. En la cámara basolateral se colocaron 1.5 mL del mismo medio de 

cultivo con el que se preparó la suspensión celular (DMEM + 10 % SFB + Pen/Strep). 

El medio de ambas cámaras se cambió cada 48 h durante 20 días para lograr un 

monocapa celular integra.  

Los ensayos de permeabilidad se realizaron siempre entre los días 21 y 25 desde 

el día que se cultivaron las células. Para cada ensayo, se retiró el medio de ambas 

cámaras (basolateral y apical), los insertos con la monocapa celular se cambiaron a una 

nueva placa de 12 pocillos, se le agregó buffer HBSS atemperado a 37 °C (Gibco, 

14025, EEUU) y se llevó nuevamente a estufa gaseada a 37 °C por unos 10-15 min.   

Una vez obtenidas las ✄✁☛✁✄✎✡✎✌ ✌✁ ✎�✂✄✂✁☛✎✟✁☛ ✍✞✞ ✂� de una solución con 

hierro liberado desde micropartículas, por triplicado, directamente a la cámara apical de 

cada inserto, luego se incubaron durante toda la noche en estufa a 37 ºC / 5% CO2 con 

agitación lenta (100 r.p.m.). Al día siguiente se recolectó todo el volumen 

correspondiente a las muestras presentes en la cámara basolateral, se rotularon y se 

conservaron a -20 °C para su posterior análisis.  
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 La solución aplicada en la cámara apical se obtuvo mediante un ensayo de 

liberación de hierro a partir de micropartículas con Hmg encapsulada durante 72 horas, 

reproduciendo el mismo protocolo descripto en el inciso 3.3.6. La única diferencia fue 

que se utilizó buffer HBSS (Solución salina equilibrada de Hanks, Thermo Fisher 

Scientifinc Inc., EEUU) como medio de liberación. Resulta relevante mencionar que se 

realizaron ensayos previos adicionando en la cámara apical micropartículas con Hmg 

encapsulada, sin lograr obtener resultados favorables. Probablemente, dado que el 

tiempo de incubación del ensayo es 24 horas, la cantidad de hierro liberado resultó muy 

baja y por ello no se detectó presencia de hierro en el permeado presente en la cámara 

basolateral.  

El hierro presente en el permeado se cuantificó utilizando el reactivo Fer-color AA 

de Wiener lab (Wiener laboratorios S.A.I.C, Rosario, Argentina) cuyo principio de 

detección se describe en el Apéndice 4.  

 

 

4.4. Resultados y discusión  

4.4.1. Generación de micropartículas con Hmg en polvo encapsulada. 

 En la Figura 46 se presentan imágenes de las micropartículas obtenidas. Las 

microgotas generadas se curaron por MW utilizando una potencia de 900 W durante 15 

s. Las micropartículas obtenidas resultaron homodispersas, con buena esfericidad y un 

diámetro promedio de 203 µm.  

 

 
Figura 46: (a) Micropartículas de EW/CG con Hmg encapsulada obtenidas después del proceso 

de irradiación MW. (b) Histograma de distribución de tamaño de micropartículas. 

 

No se detectó por ensayos de absorción atómica en estudios realizados por el 

Servicio Centralizado de Grandes Instrumentos (SECEGRIN)-CCT Conicet, migración 

de hierro hacia la FC. Estos resultados fueron auspiciosos, dado que indicarían que las 
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partículas podrían retener completamente el PA estando suspendidas en la FC. Podría 

pensarse en un sistema de suplemento nutricional colocando tanto la FC como la FD 

dentro de cápsulas blandas de uso farmacéutico. 

 

4.4.2. Liberación de hierro 

La Figura 47 presenta la liberación porcentual acumulada de hierro desde las 

micropartículas hacia las soluciones buffers en función del tiempo. Durante las primeras 

2 horas donde las partículas estuvieron expuestas al buffer de pH 1.6 se produjo una 

liberación de 6 % del hierro encapsulado. Luego del cambio de buffer, el hierro continuó 

liberándose progresivamente hasta aproximadamente las 7 horas alcanzando valores 

de 17 %. Luego, la pendiente de la curva disminuyó y alcanzó un máximo de 24 % a las 

72 horas, aproximadamente. 

 

 
Figura 47: Ensayo de liberación in vitro: Porcentaje acumulativo de hierro suministrado por las 

micropartículas EW/CG a 37 °C en solución buffer de NaCl 0,05 mol.L-1, pH 1,6 (primeras 2 h) y 

solución buffer Tris-HCl 0,1 mol.L-1, pH 7 (las siguientes 70 h). El recuadro muestra un ejemplo 

del procedimiento de ajuste utilizado para obtener los parámetros del modelo cinético. Los 

símbolos son datos experimentales (primeras 6 horas del experimento) y las líneas representan 

las curvas de ajuste de la Ec. (6), con los valores de los parámetros indicados en tabla 6 
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 Estos resultados muestran que la liberación de hierro desde las micropartículas 

es baja. Probablemente, el sistema de encapsulación podría mejorarse modificando el 

proceso de curado, bajando la potencia de irradiación por MW logrando una matriz 

biopolimérica con menor grado de entrecruzamiento que facilite la liberación. Asimismo, 

resulta relevante mencionar que se analizó la liberación durante 72 horas dado que 

como los biopolímeros que conforman las micropartículas presentan muco-adhesión 

(Yermak et al. 2020), esto permitiría pensar que el tiempo de residencia en la zona de 

absorción intestinal podría extenderse.  

Para obtener mayor información sobre el mecanismo de liberación de hierro, se 

estudiaron los resultados experimentales de las primeras 6 horas del ensayo utilizando 

los modelos cinéticos antes reportados en Capítulo 3, inciso 3.4.3, en las Ecs. 4, 5 y 6 

(Higuchi, 1963; Korsmeyer et al., 1983; Gouda et al., 2017; Wu et al., 2019). En la Tabla 

6 se presentan los valores de los parámetros de ajuste obtenidos.  

 

Tabla 6: Valores promedio de parámetros de los modelos de primer orden (Ec. (4)), Higuchi (Ec. 

(5)) y Korsmeyer-Peppas (Ec. (6)) y error porcentual de ajuste (✞%) aplicados a ensayos de 

liberación de hierro desde micropartículas de EW/CG. 

pH 
Primer orden Higuchi Korsmeyer-Peppas 

)( 1
1

�hk  (%)✁  )( 5.0✂hkH  (%)✄  )( n
p hk ☎  )(✆n  (%)✝  

1.6 3.5 10-2 4.6 10-4 4.4 10-2 3.9 10-1 4.4 10-2 0.42 2.5 10-1 

7.0 3.2 10-2 1.4 10-3 6.4 10-2 5.5 10-2 5.5 10-2 0.60 1.3 10-1 

 

Los mejores ajustes resultaron con el modelo de primer orden, donde la velocidad 

de liberación es directamente proporcional a la concentración del PA restante en la 

partícula. Estos resultados permitirían inferir que se podría mejorar la liberación de hierro 

aumentando la cantidad de Hmg encapsulada, pero también, debería mejorarse la 

interacción del PA con la matriz polimérica y el grado de entrecruzamiento de esta, que 

dá una mayor o menor resistencia al transporte de moléculas hacia el exterior (Lo cual 

se refleja en el valor de k1). Esto resulta un desafío experimental, dado que al aumentar 

la cantidad de Hmg en polvo disuelta en la FD la viscosidad de esta fase aumenta 

sustancialmente, siendo éste un parámetro crítico para el funcionamiento del sistema 

microfluídico. No obstante, un estudio experimental más detallado permitiría mejorar 

este aspecto. La información obtenida del resto de los parámetros de ajuste sugiere que 

el mecanismo de liberación sería predominantemente difusivo, mostrado por el buen 
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ajuste que presentó el modelo de Higuchi y los valores de los parámetros n del modelo 

de Korsmeyer-Peppas.  

 

4.4.3. Evaluación de citotoxicidad celular de células Caco-2 ante micropartículas 

con Hmg encapsulada 

En la Figura 48 se presentan los resultados de viabilidad de línea celular Caco-2 

en presencia de micropartículas cargadas con Hmg bovina. Se observó que la viabilidad 

se mantuvo aproximadamente constante entorno al 100 % teniendo en cuenta la 

variabilidad propia de la técnica. Estos resultados son esperables dado que tanto el 

material encapsulante como el agente encapsulado son de grado alimenticio. A través 

de este ensayo también se pudo corroborar que las micropartículas sin agente 

encapsulado presentaron citotoxicidad nula (100 % de viabilidad). 

 

 

Figura 48: Viabilidad de línea celular Caco-2 en presencia de micropartículas cargadas con 

concentraciones crecientes de Hmg bobina. 

 

4.4.4. Evaluación de la permeabilidad biológica de hierro en membranas de células 

Caco-2  

La concentración de hierro en el medio de liberación luego de 72 horas fue 10356 

✂☞✎�
-1 (✟✠✍✎✌✌ ✂�✁✏ ✁�☎✂✝✎✂✁☛✆✁ ✎ ✝✠✎✠✂ % de liberación. Estos resultados fueron muy 

similares a los obtenidos en los ensayos de liberación reportados previamente en el 

inciso 4.4.2. Asimismo, esta concentración se encuentra comprendida en el rango de 

concentraciones evaluadas en los ensayos de citotoxicidad.  
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En el ensayo de permeabilidad celular llevado a cabo, se obtuvo una 

concentración de hierro de ✟✝✞✞ ✂☞✎L-1 en el permeado celular, indicando que durante 

el período de 24 horas, 11.6 % del hierro logró permear exitosamente a través de la 

monocapa celular. Estos resultados muestran que parte del hierro encapsulado y luego 

liberado desde las micropartículas puede ser permeado a través de la mucosa intestinal 

para luego ser utilizado por las células. Si bien estos resultados no fueron 

cuantitativamente favorables, se espera que, si estas formulaciones lograran 

optimizarse para obtener una mayor liberación de hierro, la captación celular de este 

mineral aumentaría también. Asimismo, un mayor tiempo de exposición en la zona 

apical también podría aumentar la permeabilidad (considerar que el ensayo 

experimental contempla un período de incubación de 24 horas). En tal sentido, la muco-

adhesión de estos sistemas microparticulados compuestos por proteínas y polisacáridos 

podrían mejorar este tiempo de exposición (Yermak et al. 2020). 

 

 

4.5. Conclusiones parciales 

Los resultados presentados en este capítulo muestran que las micropartículas 

obtenidas con la metodología microfluídica desarrollada permitieron encapsular Hmg en 

polvo como fuente de FeH. Las conclusiones más relevantes obtenidas a través de este 

estudio expusieron que:   

(i) Se logró encapsular Hmg en polvo utilizando la FD compuesta de EW/CG y 

dispositivo con juntura en simple cruz. Se obtuvieron micropartículas con alta esfericidad 

y homodispersidad que cargaron y retuvieron el PA. 

(ii) El ensayo de liberación permitió evaluar la capacidad del sistema para retener el PA 

y liberarlo en condiciones de pH gastrointestinales simuladas, aunque en un bajo 

porcentaje. El mecanismo de liberación sería predominantemente difusivo.  

(iii) El ensayo de viabilidad de micropartículas cargadas con Hmg sobre línea celular 

Caco-2 mostró que la viabilidad se mantuvo aproximadamente constante entorno al 100 

%.  

(iv) El ensayo de permeabilidad celular en línea celular Caco-2 mostró que parte del 

hierro encapsulado y luego liberado desde las micropartículas puede ser permeado a 

través de la mucosa intestinal para luego ser utilizado por las células, aunque de una 

manera poco eficiente.  
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CONCLUSIÓN 

 En el presente trabajo de Tesis doctoral se logró evidenciar la capacidad y 

versatilidad de la técnica microfluídica, enfocada a la generación de micropartículas 

capaces de encapsular y vehiculizar PAs de interés para industrias de base 

farmacéutica, alimenticia y biotecnológica. Para lograr este objetivo, se diseñaron y 

construyeron dispositivos en material polimérico (PMMA), utilizando la técnica de 

ablasión láser para el grabado de microcanales. Todas las etapas involucradas se 

realizaron en laboratorios convencionales sin la necesidad de utilización de salas 

limpias. Este proceso de trabajo, asociado a la accesibilidad del material polimérico para 

fabricación de dispositivos, posibilitó la concreción de rápidas modificaciones en el 

prototipado de los mismos y reducción de costos operativos. Se evaluaron 

configuraciones de junturas (T, simple y doble cruz) que permitieron estudiar sistemas 

de trabajo de características distintas. Los dispositivos pudieron operarse de manera 

sencilla y el accionamiento e interacción de los fluidos componentes de las fases se 

logró mediante el uso de bombas de infusión de jeringas.  

 Se evaluó conceptualmente la potencialidad de los prototipos diseñados y 

fabricados para generar microgotas y micropartículas en un sistema modelo de 

encapsulación. El estudio involucró la optimización de distintas etapas analíticas 

(generación de microgotas y micropartículas, curado químico y físico, estabilidad y 

liberación), utilizando como PA modelo el colorante AO, una FD compuesta de una 

solución biopolimérica de EW/CG, una FC de aceite de oliva comercial y un dispositivo 

microfluídico de juntura simple cruz. Los resultados obtenidos con este sistema de 

trabajo, mostraron entre sus aspectos más relevantes, que en ninguna etapa 

involucrada fue necesario agregar ningún surfactante, ni para la generación de las gotas, 

ni para el almacenamiento y posterior manipulación. Esto es muy importante si se piensa 

en la utilización de micropartículas en distintas formulaciones, dado que no se agrega 

ningún tipo de aditivos, sumado además, a los beneficios para la salud asociados al 

aceite de oliva. Las micropartículas obtenidas fueron estables durante varios meses, 

conservando completamente el PA encapsulado estando suspendidas en el medio 

oleoso y liberándolo gradualmente en medio acuoso con diferentes cinéticas, según la 

metodología de entrecruzamiento utilizada (química y/o física). Este resultado, 

adicionado a que se encapsuló todo el PA, como beneficio añadido del proceso de 

generación por microfluídica, ofrece un gran potencial para diseñar micropartículas para 

aplicaciones de liberación controlada.  

 Los resultados y posibles adaptaciones surgidas del análisis del sistema modelo, 

se implementaron para la generación de micropartículas capaces de encapsular PAs y 
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luego liberarlos de manera eficiente y controlada. En particular se estudiaron dos 

alternativas de aplicación para las micropartículas: encapsulación de INH (fármaco de 

primera línea para el tratamiento de TB) y encapsulación de Hmg en polvo de uso 

comercial como fuente de hierro. Particularmente la FD compuesta por EW/CG mostró 

ser eficaz para entrampar los dos PAs y el dispositivo con juntura en simple cruz, resultó 

el más versátil y fácil de operar.  

 La encapsulación de INH involucró un estudio en el que se evaluaron dos 

alternativas de trabajo. En la primera propuesta, se utilizó un dispositivo con juntura en 

doble cruz, una solución de alginato sódico (FD), una fase compuesta de cloruro de 

calcio y alcohol polivinílico con carácter entrecruzante y surfactante (FES) y aceite de 

oliva comercial (FC). Con este sistema se obtuvieron micropartículas de buena 

esfericidad y homodispersidad, pero con baja capacidad de liberar de manera controlada 

el PA. Esta situación motivó implementar una propuesta alternativa, donde se produjo 

el reemplazo de la FD actuante por la composición biopolimérica de EW/CG, 

manteniendo como FC el aceite de oliva comercial. Se cambió también el dispositivo 

con juntura en doble cruz a uno con juntura en simple cruz, por lo que la fase FES, 

también se retiró del sistema de trabajo. Se evaluó también el curado de las 

micropartículas obtenidas con distintas potencias de MW. Los resultados obtenidos en 

esta etapa de trabajo permitieron optimizar condiciones para la generación de 

micropartículas cargadas con el PA, y analizar el efecto de su interacción bajo distintas 

condiciones de estudio. Se obtuvieron micropartículas estables, homodispersas y de 

morfología esférica. Los ensayos de liberación mostraron que el PA permaneció en las 

partículas hasta que fueron expuestas a las soluciones buffers que simulan condiciones 

de pH gastrointestinal. En especial, las partículas irradiadas con 900 W liberaron el PA 

progresivamente en condiciones de pH similares a las del íleon.  

 El ensayo de estabilidad de RIF en presencia de INH, mostró que la 

encapsulación de INH disminuyó la degradación de RIF. Estos resultados abren nuevas 

perspectivas de investigación que permitan generar formulaciones que contengan 

ambos PAs. Podría pensarse en una formulación con la RIF disuelta en la fase oleosa 

y la INH encapsulada. O bien, una formulación que contenga a ambos PAs 

encapsulados en forma separada. 

 La INH encapsulada conservó su actividad antibacteriana ante MT luego de ser 

liberada desde las micropartículas. Se espera profundizar estos estudios para lograr 

determinar la CIM de INH encapsulada en el sistema de micropartículas propuesto. 
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Los ensayos de evaluación de citotoxicidad sobre línea celular Caco-2 ante 

micropartículas con INH, mostraron que se podrían utilizar de forma segura 

formulaciones con este PA en concentraciones menores a 200 µg.mL-1. 

 La segunda aplicación propuesta involucró la encapsulación de hemoglobina en 

polvo para su potencial uso en suplementos nutricionales, como fuente de hierro 

hemínico. Fue posible encapsular Hmg en polvo utilizando FD de EW/CG y el dispositivo 

con juntura en simple cruz, obteniéndose micropartículas con alta esfericidad y 

homodispersidad que cargaron y retuvieron el PA.  

 El ensayo de liberación permitió evaluar la capacidad del sistema para retener el 

PA y liberarlo al poner en contacto las micropartículas con los buffers en condiciones de 

pH gastrointestinal simuladas, aunque en un bajo porcentaje. Este resultado es 

alentador, dado que la encapsulación evita que el Fe reducido y soluble a pH gástrico, 

pueda llegar en mayor proporción al intestino. Se espera continuar con estudios de 

optimización para lograr una mayor liberación de Fe en buffers de pH 7 manteniendo 

una baja liberación a pH 1.6, mediante modificaciones en las concentraciones de los 

componentes de la FD y nuevas combinaciones de potencia de irradiación MW/t. 

 El ensayo de viabilidad sobre la línea celular Caco-2 ante micropartículas 

cargadas con Hmg mostró que la viabilidad se mantuvo aproximadamente constante 

entorno al 100 %. 

 El ensayo de permeabilidad celular en células Caco-2 mostró que parte del Fe 

encapsulado y luego liberado desde las micropartículas puede ser permeado a través 

de la mucosa intestinal para luego ser utilizado por las células. Si se lograra mejorar la 

liberación de Fe desde las micropartículas, probablemente, también aumentaría la 

captación celular de este mineral.  

 Los resultados obtenidos para ambas aplicaciones son muy promisorios, 

dejando abierta la posibilidad de seguir mejorando las formulaciones, la interacción de 

distintas soluciones poliméricas como medio encapsulante y la factibilidad de prototipar 

dispositivos con geometrías de canales adaptables para aplicaciones específicas en 

distintas áreas, posicionando a la técnica microfluídica, como una alternativa de 

vanguardia para la obtención de micropartículas de alto valor agregado con la capacidad 

de vehiculizar y liberar PAs. 

Finalmente, se concluye que este estudio permitió proporcionar una plataforma 

para la fabricación de micropartículas poliméricas funcionales con diferentes 

composiciones y estructuras que pueden adaptarse al tipo de compuesto funcional 

encapsulado.  
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Apéndice 1: Determinación de viscosidades de la FC y de las FD utilizadas para la 

generación de micropartículas 

 

 Los ensayos se realizaron en un reómetro Haake RheoStress RS80 (Haake 

Instruments Inc., Paramus, NJ, U.S.A.) con geometría cono-plato de 60 mm de diámetro 

y 1° de ángulo del cono. Antes de realizar cada set de experiencias se evaluó la 

viscosidad de un estándar de 9.2 cP a 25 °C (Brookfield Engineering Laboratories Inc., 

Middleborough, U.S.A.) para garantizar una adecuada calibración del equipo. 

 Se obtuvieron curvas de fluidez de las dispersiones preparadas abarcando un 

rango de velocidades de corte comprendido entre 30 y 1000 s-1, a una temperatura de 

25 °C, por duplicado. 

 En la Figura A1.1 se muestran los valores obtenidos de viscosidad para aceite 

de oliva comercial. Se observa comportamiento Newtoniano. En la Figura A1.2 se 

presentan las curvas de viscosidad de soluciones de alginato con las concentraciones 

utilizadas para la generación de micropartículas. Se observa un comportamiento 

claramente No- Newtoniano. En la Figura A1.3 se presenta la viscosidad de solución 

acuosa de EW 50 % v/v, solución acuosa de CG 0.075 % p/v y la FD utilizada para la 

generación de micropartículas. Se observa que estas soluciones macromoleculares en 

forma separa presentan baja visocosidad y comportamiento prácticamente Newtoniano. 

Mientras que la mezcla presenta un marcado aumento de la viscosidad en todo el rango 

de velocidad de corte evaluado y un claro comportamiento pseudoplástico.  

 

 
Figura A1.1: Valores promedio de viscosidad para aceite de oliva comercial. Por debajo de 

velocidades de corte por debajo de 200 s-1 las medidas de viscosidad resultaron inestables. 
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Figura A1.2: Valores promedio de viscosidad para soluciones de alginato sódico: (   ) 1% m/v,  

(   ) 1.5% m/v, (   ) 2% m/v. 

 

 

Figura A1.3: Valores promedio de viscosidad (✁) FD, (�) EW 50% v/v, (✂) Solución de CG 

0.015% p/v. El error informado corresponde a la desviación estándar del promedio de dos 

determinaciones por punto a cada velocidad de corte considerada. 
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Apéndice 2: Liberación de colorante amarillo ocaso en FD y en FC.  

 

Determinación de la longitud de onda óptima de lectura para el colorante AO  

 Se realizaron los espectros uv-visible de la solución de colorante AO en agua y 

del aceite de oliva comercial. Se realizó un barrido de absorbancias entre 400 a 700 nm. 

Se utilizó un espectrofotómetro uv-visible Génesis 5 (Thermo Scientific, EEUU). Las 

muestras fueron colocadas en cubetas plásticas de paso óptico de 1 cm. De los 

espectros, se observa para AO se dá el máximo de absorción en ✂ � ✁✄☎ ✆✝ y para 

aceite de oliva extra virgen ✂ � ✁✞☎ ✆✝ 

 En función de los resultados, se eligió para los ensayos ✂ � ✁✞☎ ✆✝ (Figura 

A2.1.). Esta longitud de onda permite leer las absorbancias para AO, sin interferencia 

del aceite de oliva. 

 

 
Figura A2.1.: Espectro uv-visible de aceite de oliva comercial (   ) y solución de colorante  

AO (   ) en agua.  

 

Curva de calibración de AO en FC y FD  

 Para obtener la curva de calibración que permita cuantificar liberación de AO en 

la FC se preparó una solución madre de 0.062 mg.mL-1, a partir de la solución madre se 

hicieron diluciones para distintos niveles de concentración del AO. Las lecturas de 

absorbancia se hicieron a ✂ � ✁✄☎ ✆✝. Se utilizó como blanco de reactivo aceite de oliva 

comercial (Figura A2.2.). 
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Figura A2.2.: Curva de calibración de AO en FC. El error informado corresponde a la desviación 

estándar del promedio de tres determinaciones por nivel de concentración.  

 

 Para la obtención de la curva de calibración para el análisis de cuantificación de 

AO liberado en medio acuoso (Figura A2.3.), se pesaron 0.0953 g de colorante AO y se 

llevaron a 50 mL con agua ultrapura en matraz (1.906.10-3 g.mL-1). A partir de la solución 

madre, se realizó una dilución 1/10 y se tomó esta, como nueva solución Stock 

(1.906.10-4 g.mL-1), a partir de la cual se hicieron las diluciones correspondientes 

sucesivas que permitieran lectura de absorbancias en el rango lineal de la ley de Beer.  

 

 
Figura A2.3.: Curva de calibración de AO en FD. El error informado corresponde a la desviación 

estándar del promedio de tres determinaciones por nivel de concentración.  
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Apéndice 3: Metodología RP-HPLC para cuantificación de INH 

 Las muestras obtenidas para realizar el estudio de liberación secuencial de INH 

se cuantificaron por Cromatografía Líquida de Alta Resolución en Fase Reversa (RP-

HPLC) utilizando un Cromatógrafo SHIMADZU Prominence serie 20-A con detector UV 

por arreglo de diodos e inyector automático. 

 Para el desarrollo de la metodología HPLC, se preparó en primera instancia una 

solución madre de INH por disolución en agua ultra pura, con una concentración final de 

300 µg.mL-1. A fin de verificar la linealidad del método en el rango de 0,5 a 50,0 µg.mL-

1  se prepararon, por dilución de la solución madre en una solución buffer, soluciones de 

calibrado a cinco niveles de concentración, las cuales se inyectaron por triplicado (0.5, 

5.0, 15, 30 y 50 µg.mL-1 de INH).  

 Se confeccionó la curva de calibrado utilizando las áreas de los picos de elución 

obtenidos por HPLC de las soluciones patrones preparadas y sus respectivas 

concentraciones (Figura A3.1.). Los datos experimentales se ajustaron con un modelo 

lineal mediante el método de cuadrados mínimos.  

Las condiciones de trabajo del sistema cromatográfico se describen en la tabla A3.1: 

 

Tabla A3.1: condiciones experimentales aplicadas para la cuantificación de INH por RP-HPLC. 

Columna Zorbax Eclipse XDB C18, 5 µm; 250 mm x 4.6 mm 

Fase móvil Buffer fosfato/MeOH/ACN (35:45:20) 

Caudal 1.0 mL/min 

Temperatura de horno 30 °C 

Detección 254 nm 

Stop time 7 minutos 

Volumen de inyección  20 �L 

 

 

 ✁✂ ✄☎✆✂☎✝✞✟ ✠✄ ✡✂ ☛✄☎☞✂ ✠✄ ✂✌✆✍☞✄ ✎✆✄✏ ✑ ✒ ✂ ✓ ✔✕✖ ✠✗✟✠✄ ✘✑✙ ✄✍ ✡✂ ☛✄✍✚✆✄✍☞✂

☎✗☛☛✄✍✚✗✟✠✝✄✟☞✄ ✂✡ ✛☛✄✂ ✠✄✡ ✚✝☎✗✖ ✘✂✙ ✄✍ ✡✂ ✗☛✠✄✟✂✠✂ ✂✡ ✗☛✝✜✄✟✖ ✘✔✙ ✄✍ ✡✂ ✚✄✟✠✝✄✟☞✄ ✑ ✘✕✙

la concentración de INH expresada en µg.mL-1. 
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Figura A3.1.: Curva de calibración para INH por RP-HPLC. El error informado corresponde a la 

desviación estándar del promedio de tres determinaciones por nivel de concentración.  

 

Curva de calibración para RIF 

 Se realizó una curva de calibración con 5 niveles de concentración de RIF (0,0 

2.5, 5.0, 15, 30 ppm) por lectura de absorbancia a ✂ = 471 nm (Figura A3.2.) 

Para cuantificación de RIF el procedimiento fue similar al utilizado para los ensayos de 

liberación. Se retiró el aceite con micropipeta y se llevó a volumen final de 5 mL con 

solución de ClNa pH 1.6. Luego de transcurridas 2 horas se cuantificó la RIF en la 

solución buffer. Se sacó 1 mL de la solución con el buffer, se colocó en la cubeta y se 

leyó absorbancia a ✂ = 471 nm. Luego, se devolvió ese mL al vial con la solución. De 

esta manera lo que se cuantificaba de RIF es el remanente en el vial.  

 

 
Figura A3.2.: Curva de calibración para RIF por absorbancia. El error informado corresponde a 

la desviación estándar del promedio de tres determinaciones por nivel de concentración.  

 

 La concentración de RIF remanente se determinó directamente utilizando la ecuación 

resultante de la curva de calibración. 
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Apéndice 4: Determinación del contenido de Fe 

 La cuantificación de Fe en las micropartículas cargadas con Hmg en polvo 

(YERUVA, Esperanza, Argentina) se realizó por medio del método colorimétrico directo 

para la determinación de hierro Fer-color AA (Wiener Laboratorios S.A.I.C., Rosario, 

Argentina).  

 El método utilizado se fundamenta en que el Fe sérico se libera de la unión con 

su proteína transportadora específica, la transferrina, en buffer acetato pH 4,5 y en 

presencia de un reductor, el ácido ascórbico. Posteriormente reacciona con el reactivo 

de color, piridil bis-fenil triazina sulfonato (ferrozina) dando un complejo color magenta, 

que se mide por espectrofotometría a 560 nm.  

El kit de trabajo provee de los reactivos necesarios para la determinación, compuestos 

de: 

Reactivo A: solución de acetato 150 mmol.L-1 para pH 4,5, conteniendo guanidina. 

Concentración final de acetato: 150mmol.L-1, pH 4.5. Concentración final de guanidina: 

4.0 mol.L-1. 

Reactivo B: ácido ascórbico. Concentración final de ácido ascórbico: 0.03 mol.L-1. 

Reactivo C: solución estabilizada de ferrozina. Concentración final de ferrozina: 0.2 

mmol.L-1. 

Standard: solución de iones Fe (III) equivalente a 100 ✂g.dL-1. 

Para llevar a cabo la determinación se siguió la siguiente secuencia de trabajo: 

1°) En tres tubos marcados B (Blanco de reactivos), S (Standard) y D (Desconocido) se 

colocaron y mezclaron:  

 

 B S D 

Agua bidestilada 200 µL - - 

Stándard  - 200 µL - 

Muestra - - 200 µL 

Reactivo de trabajo 1 mL 1 mL 1 mL 

 

2°) Se leyó con espectrofotómetro la absorbancia a 560 nm del tubo D, llevando a cero 

con agua. 

 

3°) Se agregó 200 µL a cada uno de los tubos B, S y D 

 

4°) se volvió a leer la absorbancia de cada tubo a los 5 minutos, llevando el equipo a 

cero con agua. 



Apéndices 

 

 

143 
 

5°) Para calcular la cantidad de Fe, se corrigieron las lecturas de S y D restándoles los 

el blanco:  

 

)(corregidaSBS �-       (A4.1) 

 

)corregida(DBD =-       (A4.2) 

 

Luego se cuantifico Fe según: 

 

)corregida(S

dL/g✂100
f =       (A4.3) 

 

f)corregida(D)dL/g✁(Fe ×=     (A4.4) 

 

La reacción es lineal hasta 1000 µg.dL-1 y su límite de detección es 6.05 µg.dL-1. 
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