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ENCAPSUI,_ACION DE AMINOACIDOS EN SISTEMAS INTELIGENTES DE
LIBERACION CONTROLADA BASADOS EN PUERTAS MOLECULARES

RESUMEN

Los aminoacidos constituyen los elementos bésicos de las estructuras proteicas.
Muchos de ellos son clave en diferentes procesos bioldgicos, por lo que administrarlos
en las dosis adecuadas es vital para lograr un 6ptimo estado de salud. Para administrar
estos compuestos en las dosis adecuadas y sin degradacion, en los Ultimos afios se ha
recurrido a la encapsulacion. La encapsulacion y liberacion controlada presenta en
ocasiones problemas de eficiencia relacionados con la polaridad y carga de los mismos.
En este contexto, el presente trabajo tiene por objetivo comparar los perfiles de
liberacion de varios sistemas inteligentes de liberacion controlada basados en el uso de
puertas moleculares. Para lograr este objetivo se ha sintetizado un material mesoporoso
del tipo MCM-41, y seguidamente se han funcionalizado con diferentes proporciones de
amina para dar lugar a particulas con cargas superficiales desde valores negativos a
positivos. Seguidamente, se han cargado las diferentes particulas con lisina mediante
la técnica de impregnacion. Finalmente, los sélidos resultantes se han funcionalizado
con diferentes moléculas organicas que actian como puerta molecular. La cinética de
liberacién de los aminoacidos desde cada uno de los sistemas se evalué mediante
cromatografia liquida de alta resolucion. Los resultados indican que la funcionalizacién
con aminas previa al cargado de la lisina juega un papel importante en el
comportamiento de la liberacion. Por otra parte, para la mayoria de los sistemas, se
consigue una mayor liberacién en condiciones de liberacién que simulan las del intestino
delgado. Sin embargo, en ninguno de los sistemas se ha conseguido una liberacién cero
en condiciones que simulan las del estbmago, por lo que partiendo de estos resultados
habrd que seguir optimizando las sintesis quimicas de los diferentes sistemas de
liberacion.
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ABSTRACT

Amino acids are the basic elements of protein structures. Many of them are key in
different biological processes, so administering them in the appropriate doses is vital to achieve
an optimal state of health. To administer these compounds in the appropriate doses and without
degradation, researchers have resorted to encapsulation in recent years. Encapsulation and
controlled release sometimes present efficiency problems related to their polarity and charge. In
this context, the present work aims to compare the release profiles of several intelligent controlled
release systems based on the use of molecular gates. To achieve this goal, a MCM-41-type
mesoporous material has been synthesized, and then functionalized with different proportions of
amine to give rise to particles with surface charges from negative to positive values. Next, the
different particles were loaded with Lysine by the impregnation technique. Finally, the resulting
solids have been functionalized with different organic molecules that act as molecular gates. The
amino acid release kinetics of each of the systems has been then evaluated by high performance
liquid chromatography. The results indicate that functionalization with amines prior to the lisine
loading step plays an important role in the release behavior. On the other hand, for most systems,
greater release is achieved under release conditions simulating those of the small intestine.
However, in none of the systems a zero release been achieved under conditions that simulate
those of the stomach. So, starting from these results, a process of optimization of the chemical
synthesis of different delivery systems should be done.

Keywords: encapsulation, mesoporous, amino acid, molecular gate, controlled release.

RESUM

Els aminoacids constituixen els elements basics de les estructures proteiques.
Molts d'ells sén clau en diferents processos biologics, per la qual cosa administrar-los
en les dosis adequades és vital per a aconseguir un optim estat de salut. Per a
administrar estos compostos en les dosis adequades i sense degradacio, en els dltims
anys s'ha recorregut a I'encapsulacié. L'encapsulaci6 i alliberament controlat presenta
de vegades problemes d'eficiéncia relacionats amb la polaritat i carrega dels mateixos.
En este context, el present treball té per objectiu comparar els perfils d'alliberament de
diversos sistemes intel-ligents d'alliberacié controlada basats en I'ls de portes
moleculars. Per a aconseguir este objectiu s'ha sintetitzat un material mesoporé del tipus
MCM-41, i a continuacié s'ha funcionalitzat amb diferents proporcions d'amina per a
donar lloc a particules amb carregues superficials des de valors negatius a positius. A
continuacié, s'han carregat les les diferents particules amb lisina per mitja de la técnica
d'impregnaci6. Finalment, els solids resultants s'han funcionalitzat amb diferents
molécules organiques que actuen com a porta molecular. La cinética d'alliberament dels
aminoacids des de cada un dels sistemes es va avaluar per mitja de cromatografia
liquida d'alta resoluci6. Els resultats indiquen que la funcionalitzacié6 amb amines prévia
al carregat amb lisina juga un paper important en el comportament de l'alliberament.
D'altra banda, per a la majoria dels sistemes, s'aconsegueix un major alliberament en
condicions d'alliberament que simulen les de l'intesti prim. No obstant aixo, en cap dels
sistemes s'ha aconseguit un alliberament zero en condicions que simulen les de
I'estdbmac, per la qual cosa partint d'aquests resultats caldra seguir optimitzant les
sintesis quimiques dels diferents sistemes d'alliberament.

Paraules clau: Encapsulacid, mesopords, aminoacid, porta molecular, alliberacié
controlada.
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1. INTRODUCCION

Las proteinas son macromoléculas esenciales que constituyen el 50% del peso seco
de las células, por lo que son muy abundantes en el organismo (Whitford, D., 2003). Se
consideran biomoléculas de alto peso molecular que al hidrolizarse se descomponen en
compuestos organicos mas sencillos y de menor peso denominados aminoacidos
(McDonald, P et al., 2002).

Por tanto, las proteinas son cadenas lineales de aminoacidos, unidos por enlaces
peptidicos o enlaces amida que unen un grupo amino con un grupo carboxilo
perteneciente a otro aminoacido. Tienen la capacidad de plegarse y adquirir estructuras
tridimensionales que les permiten realizar una gran multitud de funciones, muy diversas
entre ellas. Pueden ser funciones estructurales, enzimaticas, reguladoras,
transportadoras, de movimiento o de defensa.

Todas |l as prote2z2nas de cualquier esp-ecie bi

aminoacidos, los cuales estan formados por un grupo amino (-NH.), un grupo carboxilo
0 &cido (-COOH), un atomo de hidrégeno (-H) y un grupo quimico variable (-R), todos
ellosunidosaun§t omo de c ar b o-Reselduelosdfdrengarunog de otros
(Whitford, D., 2003). Ademas de los 20 aminoacidos estandar que son comunes a todas
las proteinas, se han detectado otros aminoacidos que solo se encuentran en ciertas
proteinas especificas. Generalmente los aminoacidos se clasifican segun su grupo R
en: alifaticos no polares, aromaticos relativamente apolares, polares sin carga, acidos
(cadenas laterales cargadas negativamente) y basicos (cadenas laterales cargadas
positivamente) (Cobo Dols, M. et al., 2006).

Una vez ingeridas las proteinas a partir de la dieta, se comienzan a hidrolizar por la
accion de la pepsina en el estbmago, la cual en un medio acido divide esas proteinas
en péptidos mas pequefios. Posteriormente, en el intestino delgado, se someten a
hidrélisis por la accién de enzimas pancredticas e intestinales, resultando en dltima
instancia los aminoacidos (Wang et al., 2018).

Segun la capacidad de una especie para sintetizar los aminoacidos a partir de otros,
éstos se pueden dividir en dos grupos: no esenciales y esenciales. Los aminoacidos no
esenciales o dispensables (alanina, arginina, acido aspartico, asparragina, cisteina,
acido glutamico, glutamina, glicina, prolina, serina vy tirosina) se sintetizan a partir de
otros aminoacidos o metabolitos por medio de rutas metabdlicas sencillas, como la
transaminacion, pero también hay algunos que se sintetizan por rutas mas complejas
(McDonald, P et al., 2002). Los aminoacidos esenciales o indispensables (histidina,
isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y valina) contienen
un esqueleto hidrocarbonato que el organismo no es capaz de sintetizar y, por tanto, la
Unica opcion de obtenerlos es mediante una fuente externa proteica (Hartmann y Meisel,
2007).

El destino de estos aminoacidos puede ser tanto para obtener energia como para
emplearlos en la sintesis de nuevas proteinas, que es un proceso que tiene lugar en
todas las células del organismo. Con el fin de lograr esto Ultimo, es necesario que estén
presentes todos los aminoacidos que son requeridos para la formacién proteica. Si no
ocurre lo anterior, el destino seréa la obtencion energética (FitzGerald, RJ, y Meisel, H.,
2003). El objetivo de asegurar que todos los amino&cidos participan en la reacciéon de
sintesis, y por lo tanto forman proteinas, lleva a la industria y al mundo de la
investigacion a la necesidad de suplementarlos en los diferentes alimentos. Sin
embargo, los aminoacidos incorporados en el alimento son libres, es decir, no forman
parte de la composicién estructural de alimento. Por el contrario, el resto de los



amino&cidos necesarios, son llamados complejos, ya que forman parte de la estructura
proteica del alimento. Por lo tanto, estos ultimos necesitaran el proceso de digestion
para que las proteinas sean transformadas en aminoacidos y asi poder ser absorbidos
en el intestino delgado. Todo lo anterior, provoca una falta de compas en la absorcién
intestinal y posterior reaccion de sintesis proteica entre los aminoécidos libres y
complejos, ya que los primeros se absorberan mas rapido por no necesitar el proceso
de digestion.

Este motivo explica la necesidad de mejorar la suplementaciéon de los alimentos
mediante la técnica de encapsulacién y liberacion sostenida y controlada, mostrando asi
la alternativa a la formulacion tradicional basada en la adicién de aminoé&cidos libres en
alimentos (Charnay, Clarence, et al. 2004). Para lograrlo, actualmente se esta
investigando el desarrollo de la técnica de microencapsulacion, ya que permitiria la
eliminacion de la falta de compas anteriormente mencionada entre los aminoacidos
libres, y los complejos, que son propios del alimento. Por lo que se obtendria una mejora
en la absorcion de estos en el tejido diana (en este caso el intestino delgado), realizando
asi una optimizacién de recursos en la sintesis proteica a partir de aminoacidos (Thies,
2003).

Un sistema de liberacion controlada es aquel sistema que permite la difusion al
medio diana, bajo un estimulo determinado, las particulas encapsuladas en la matriz (en
este caso MSP tipo MCM-41) (Perez-Esteve et al., 2015a). En el comienzo del desarrollo
de sistemas de encapsulacion se estudiaron aguellos basados en hidratos de carbono,
proteinas y lipidos. En primer lugar, los sistemas de entrega basados en carbohidratos
incluyen el uso de celulosa de almidon, pectina, goma guar, chitosan, alginato, dextrina
y ciclodextrinas. Son los mas adecuados por ser biocompatibles, biodegradables y por
poseer un alto potencial de modificacion para alcanzar las propiedades requeridas
(Fathi, Mozafari, y Mohebbi, 2012). Los métodos de liberacion basados en lipidos
incluyen emulsiones, liposomas, nanoparticulas de lipidos sélidos y portadores de
lipidos estructurados. Son aquellos que tienen una mayor eficiencia de encapsulacion y
una baja toxicidad (Fathi, Martin y McClements, 2014). Por ultimo, los métodos de
liberacion basados en proteinas incluyen caseinas, proteinas de suero, gelatina,
miosina de carne o pescado, zeina de maiz, gluten de trigo, proteina de soja, proteina
de cacahuete, y proteina de semilla de algoddn. Estos se emplean por su capacidad
para formar hidrogeles, por tener un alto valor nutricional y por ser reconocidos como
seguros (Wang et al., 2012). A pesar de estas propiedades, estos sistemas de tipo
organico tienen una serie de inconvenientes como la baja estabilidad de la estructura
durante el procesamiento y almacenamiento de la comida, baja capacidad de controlar
la velocidad de liberacion y bajo efecto en la proteccién de la sustancia encapsulada
durante su paso a través del estomago.

Actualmente, los métodos que estan apareciendo como alternativa a los sistemas
organicos y sus inconvenientes, son los métodos basados en polialcoholes, poliamidas,
celulosas o materiales inorganicos mesoporosos. Estos Ultimos, son por ejemplo
particulas de silice mesoporosa (MSP), empleandose para la encapsulaciéon las
llamadas M41S (Beck et al., 1992), entre las que se incluye la familia de particulas MCM-
41 (hexagonal) (Ma et al., 2014). En primer lugar, este tipo de particulas presentan una
serie de caracteristicas como la alta estabilidad, la biocompatibilidad, la no toxicidad
aparente, gran capacidad de carga, la posibilidad de incluir puertas moleculares en la
superficie externa, la posibilidad de modular la entrega de la molécula encapsulada en
respuesta a un estimulo externo y la capacidad para proteger su carga contra la
degradacion ambiental. Ademas, gracias a su compaosicién inorganica contienen una
estructura que es muy estable y resistente a los ataques fisicos y bioquimicos (Pérez-
Esteve et al., 2016). En segundo lugar, estas estructuras estan compuestas por didéxido
de silicio (SiO,) cuya disposicién espacial permite crear poros entre 2 y 50 nm (Zhao,
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2006). En tercer lugar, las propiedades con las que cuentan son la alta capacidad de
carga, alta superficie especifica (700 -1000 m2/g), volimenes de poro especificos (0,6-
1 cm3/g) y tamafio de poro grande (2-10 nm) (Colilla, Gonzélez y Vallet-Regi, 2013),
paredes gruesas (entre 1,5y 3 nm) y son faciles de funcionalizar (Pérez-Esteve et al.,
2015a). Por ultimo, debido a lo anterior las MSP son particulas que cada vez tienen mas
aplicaciones, ya que no solo sirven para la liberacion controlada de farmacos en
aplicaciones biomédicas, sino que también sirven para liberar nutrientes, antioxidantes,
antimicrobianos, péptidos, aromas y enzimas en aplicaciones alimentarias (Veith,
Hughes, y Pratsinis, 2004).

Respecto al cargado de los amino&cidos en las particulas MCM-41, se encuentran
diversos métodos. El uso de uno u otro esta condicionado principalmente por la
solubilidad de la molécula, la estabilidad térmica y el coste que supone (Pérez-Esteve
et al., 2016). Se diferencian varios sistemas de cargado: co-condensacion de un solo
paso, inmersion, impregnacion, impregnacion a humedad incipiente, fusién en caliente
y utilizacion de fluidos supercriticos de CO.. De todos ellos, se ha trabajado en
anteriores estudios con la técnica de inmersion e impregnacién para encapsular
particulas de diversa naturaleza, resultando ser 6ptima para el cargado la técnica de
impregnacion (Pérez-Esteve et al., 2015b). Brevemente, la técnica de impregnacion
consiste en afadir una solucién de aminoacidos a una capa delgada de particulas
mesoporosas tipo MCM-41, para que por accién capilar penetre en los poros mientras
se evapora el disolvente. La principal ventaja es que se puede controlar facilmente la
cantidad de aminoacidos que se cargan, por unidad de superficie. Ademas, se es
recomendable para cargar moléculas muy caras ya que la eficiencia en la encapsulacion
es alta. Por ultimo, afadir que, este método se resuelve mediante una alta uniformidad
en el cargado y una alta facilidad de crear una superficie cristalina en la superficie del
soporte (Salonen et al, 2008; Santos, 2014). La desventaja mas importante es que el
exceso de aminoacidos, que queda en la superficie externa de las particulas, impide el
suministro de moléculas activas poco solubles, ya que la lenta disolucion de las
moléculas de la superficie externa impide que pueda acceder el medio de liberacion a
los poros (Riikonen, 2012).

Otro de los factores que afecta a la eficiencia de cargado es la carga superficial de
la particula y la del aminoacido en el medio donde se realiza el cargado. Las particulas
MCM-41 contienen una alta densidad de grupos silanol (SiO’), confiriéndole una gran
carga negativa a pH mayor a 2. Esta carga tan negativa provoca que moléuclas muy
cargadas puedan no entrar en los poros por repulsién electrostatica, o no tener
tendencia a salir de las mismas por fuertes atracciones electrostaticas. Una solucion
facil para modificar esta elevada carga superficial negativa es funcionalizar, es decir,
modificar quimicamente la superficie afiadiendo moléculas organicas que aportan
grupos funiconales orgénicos, entre los que se encuentran: grupos de acido sulfénico
por la postoxidacion del grupo mercapto, grupos carboxilicos por la hidrélisis de los
grupos ciano, grupos acido-fosféricos por la hidrélisis de los dietilestersilanos y grupos
epoxido que reaccionan con los grupos amino de las moléculas enziméticas a través de
la reacciéon de apertura del anillo (Chia-Hung Lee et al., 2009). Lo anterior consigue el
objetivo de este enunciado, poder proporcionar, gracias a la incorporacion de un grupo
reactivo a la MSP, la capacidad de anclar otros grupos funcionales en su superficie por
puentes de hidrégeno, atraccion electroestatica, o union covalente (Chia-Hung Lee et
al., 2009).

La incorporacion de moléculas organicas en la superficie de las MSP, a través
de los grupos funcionales anteriormente mencionados, permite no sélo modificar la
carga superficial de las particulas, sino también crear materiales de entrega de la carga
almacenada en el soporte inorganico, mediante la aplicacion de estimulos externos
seleccionados (Ruiz-Rico et al., 2016). Esto abre la posibilidad de disefiar mecanismos
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sensibles al estimulo con control espaciotemporal de la liberacion de carga, que
comunmente se conocen como puertas moleculares (Argyo et al., 2014). Estas no solo
responden a estimulos externos, sino que también son capaces de modificar las
propiedades de las moléculas ancladas, como por ejemplo la polaridad, el tamafio, la
conformacion, la interacciébn con otras especies o la hidrdlisis del enlace. Entre los
diferentes estimulos se encuentran el pH (Casasus et al, 2004), el potencial redox
(Hernandez et al., 2004), la temperatura (De la Torre et al, 2014), y las biomoléculas
(enzimas, anticuerpos, nucledtidos, etc.) (Bernardos et al, 2009). Sin embargo, no todas
las puertas moleculares se pueden emplear en aplicaciones alimentarias, los requisitos
que deben de cumplir para ser utilizadas son: que la molécula sea capaz de anclarse de
forma covalente o electrostaticamente a la superficie de la MSP sin alterarse hasta que
el estimulo esté presente, que la puerta molecular sea lo suficientemente grande como
para bloquear los poros, que la molécula sea capaz de responder a un estimulo presente
en el tracto gastrointestinal, y por Gltimo, que la molécula que actia como una puerta
molecular sea compatible con la matriz del alimento, evitando problemas de solubilidad,
precipitacién o separacion de fases (Pérez-Esteve et al., 2016).

Teniendo en cuenta las anteriores premisas, para este trabajo se han
seleccionado 3 moléculas que podrian actuar como puerta molecular, permitiendo la
liberacion del amino&cido encapsulado o inhibicién de la misma, en respuesta al pH del
entorno (pH acido en el estbmago, pH neutro en el instestino). Estas molecular son la
(N1-(3-Trimetoxisililpropil) dietilentriamina) (N3) (Pérez-Esteve et al., 2015a), el
quitosano (Zhao et al.,, 2014), y la lisozima (Xue et al.,, 2012). A su vez, se ha
seleccionado una molécula que actue frente a la presencia de surfactantes (ej. sales
biliares que se encuentran sdlo en el intestino delgado). Esta molécula es el acido oleico
(Poyatos-Racionero et al., 2017).

El N3 es una poliamina derivada del 3-[2-(2-aminoetilamino) etilamino] propil-
trimetoxisilano, utilizada como sistemas de liberaciéon controlada sensible al pH (Pérez-
Esteve et al., 2015a). Sus caracteristicas son en primer lugar, capacidad de permitir o
inhibir la liberacion de la molécula encapsulada en funcion de las fuerzas
electroestaticas o uniones por puentes de hidrégeno que se crean en un determinado
rango de pH; en segundo lugar, operatividad en solucién acuosa ya que las poliaminas
se pueden transformar en grupos poliamonio mediante estimulos externos, en este caso
cambio de pH; vy, por ultimo, el estudio de la unién covalentemente de la particula N3
con la superficie externa de los poros (Bernardos et al., 2008). En este contexto, el
mecanismo de apertura/cierre de la puerta molecular viene definido por la interacciéon o
repulsion de las aminas. A pH &cido (estdmago), las aminas se encuentran protonadas
creando repulsiones entre los poliamonios que se sitdan en la parte externa del poro,
provocando una conformacion rigida y el impedimento en la liberacion de las particulas
cargadas en la MSP (Pérez-Esteve et al., 2015a, Bernardos et al., 2008). Ademas, las
aminas protonadas pueden crear uniones electrostaticas con aniones presentes en el
medio, ayudando al blogueo de los poros de la MCM-41. En cambio, a pH neutro
(intestino) las poliaminas estan menos protonadas, las repulsiones electrostaticas son
menores Yy las interacciones con los aniones son mas débiles. En este caso, el acceso
a los poros no esta impedido, por lo que la molécula encapsulada puede liberarse con
facilidad.

El quitosano, componente principal del exoesqueleto de crustaceos e insectos,
es un biopolimero natural derivado de la desacetilaciéon de la quitina (Pérez Cordero et
al., 2014), muy versatil, que contiene propiedades excelentes, como la no toxicidad, la
biocompatibilidad, biodegradabilidad, el uso como antimicrobiano y facil de obtener de
la naturaleza en comparacion con otras macromoléculas, biopolimeros y polielectrolitos
(Hu, X et al., 2014). Es una molécula con carga que responde a estimulos de pH.
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Utilizada como puerta molecular, permite la liberacion/inhibicion de la liberacion en
funcién del pH del medio. A pH pH acido, los polimeros se compactan y bloguean la
liberacion de la particula cargada en las MSP. Por el contrario, a pH béasico las moléculas
se liberan por extension de las cadenas de polimeros (Zhao et al., 2014).

La lisozima (Hen egg lisozime) es una enzima globular de pequefio tamafio de forma
esférica (Kubiak and Mulheran, 2009) estabilizada con cuatro puentes disulfuro con
carga neta positiva tanto a pH 7 (+7,5 €) como a pH 2 (+17 e) (Posee et al., 1990). Su
radio hidrodindmico, proporcional al tamafio de la proteina, es de 1,9 nm a pH 4,5,
incrementandose a 2,3 nm a pH 2. Su actuacion como puerta molecular radica en la
absorcion fisica de la proteina en la MSP y en el cambio conformacional reversible que
se produce a diferentes valores de pH. En este contexto, en un medio basico las
moléculas de lisozima se encogen creando un espacio libre entre la proteina y el poro
de la MSP, esto permite el intercambio molecular desde el medio al poro, y viceversa.
Por contra, en medio acido las moléculas se encuentran unidas entre ellas, gracias a las
interacciones electrostaticas producidas, prohibiendo el intercambio entre el medio y el
poro de la MSP (Xue et al., 2012).

Por ultimo, el acido oleico, esta presente de forma natural en los alimentos, por
ejemplo, en el aceite de oliva. El caracter hidr6fobo del compuesto hace del acido un
compuesto que crea una capa impermeable evitando la interaccién entre sustancias
polares y no polares (puerta cerrada). En medio de un surfactante (por ejemplo la bilis
presente en el intestino delgada) que actlia como emulsionante, el 4cido oleico cambia
su conformacién y permite asi la liberacién al medio de la carga (Poyatos-Racionero et
al., 2017).

Teniendo en cuenta todo lo anterior, el objetivo de este trabajo es desarrollar
sistemas inteligentes de encapsulacion y de liberacion controlada basados en el uso de
MCM-41 funcionalizadas con moléculas organicas que respondan a estimulos
digestivos para liberar de manera controlada la mayor cantidad posible de lisina en
presencia de estimulos propios del intestino delgado (pH neutro y presencia de sales
biliares). Para ello se utilizaran particulas MCM-41 tanto desnudas (superficie negativa)
como funcionalizadas con diferentes proporciones de aminas (superficies positivas)
como soporte para la encapsulacién, se cargaran con lisina mediante la técnica de
impregnacion, y se realizard una segunda modificacion superficial para anclar sobre la
superficie tanto triaminas, como quitosano, lisozima o acido oleico.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materia primay reactivos

Los reactivos y disolventes Rodamina B, Lisina, trietanolamina (TEA), ortosilicato
de tetraetilo (TEOS), hexadeciltrimetilamonio bromuro (CTAB), acido clorhidrico (HCI),
acetonitrilo  (ACN), 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES), acido 4-(2-hydroxietil)
piperacina-1-etanosulfénico (HEPES), dihidrégeno monosaédico ortofosfato (NaH2PO.4),
hidrégeno fosfato disddico (Na:HPO.), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida
(EDC), 3-(Trietoxisilil) propil isocianato (Isocianato), etil 2-aminotiazol-4-carboxilato
(carboxilato), 3-(Trihidroxisilil) propil metil fosfonato (Fosfonato), &acido cis-9-
octadecenoico (acido oleico), N1-(3-Trimetoxisililpropil) dietilentriamina (N3), quitosano
y acido trifluoroacético (TFA) fueron proporcionados por Sigma-Aldrich (Madrid,
Espafa). Por otra parte, los reactivos hidréxido de sodio (NaOH), acido acético y el
disolvente alcohol etilico (etanol) fueron proporcionados por Scharlab (Barcelona,
Espafa).

2.2. Instrumental

El instrumental empleado fue: vaso de precipitado, frasco schott, matraz de bal6n
de fondo redondo, balanza analitica, pipetas, micropipetas, placa -calefactora,
termémetro, probetas, botella de teflon, embudo Blchner, papel de filtro, erlenmeyer,
bomba de vacio, bafios por ultrasonido, estufa, navecillas, vidrio de reloj, tiras de pH,
pHmetro, mufla, centrifuga, falcon de plastico, filtros de jeringa, viales, cromatégrado de
liguidos de alta resolucién (HPLC) modelo 1260 Infinity Il de Agilent Technologies (Santa
Clara, California, EUA), columna Poroshell 120 EC-C18 4,6 x 100 mm, 4 um (Agilent
Technologies), difractébmetro de rayos X modelo Bruker D8 (Bruker, Coventry, UK),
microscopio electrénico de transmision (TEM) modelo JEOL JEM-1010 (JEOL Europe
SAS, Croissysur- Seine, Francia) y Zeiss Ultra 55 (Carl Zeiss NTS GmbH, Oberkochen,
Alemania).

2.3. Estudio de la solubilidad de los aminoéacidos

Con el objetivo de establecer la concentracion maxima a la que se podian preparar
las soluciones de cargado por impregnacion se realizaron estudios de solubilidad de la
lisina en las condiciones de cargado (tampén HEPES). Diferentes cantidades de lisina
se afiadieron sobre HEPES y se estudio la solubilidad de manera visual.

2.4. Preparaciéon de los sistemas de liberacion controlada

2.4.1. Sintesis de particulas MCM-41

Para poder obtener microparticulas MCM-41 se utilizé una técnica conocida por el
nombre del dig uarmt d&nosodo, protocol o Bgnaelosete encuen
al. (2008).

Para ello, se mezcl6 52,43 gramos de TEAH3 con 0,98 gramos de NaOH disuelto
en 2 mL de agua destilada, calentdndose hasta alcanzar 120 °C. Seguidamente, la
temperatura se bajé a 70° C, entonces se afiadio en agitacion vigorosa 0,045 mol de
derivado silatrano (22 mL de TEOS). La solucion fue calentada en agitacion hasta 118
°C, cuando es afiadido 9,36 g de CTAB, compuesto que actlla como agente director de
la estructura. Siguiendo bajo agitacion vigorosa, la temperatura desciende a 70 °C y se
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vierten 180 mL de agua, momento en el cual se forma la suspension blanca
caracteristica. Con el fin de completar la reaccién, la mezcla fue pasada a un teflén que
se introduce en una estufa a 100 °C durante 24 horas. Pasado este tiempo, la fase
sélida formada se recogié mediante filtracién a través de un filtro de celulosa de 0,45
mm y se lavd a vacié con agua destilada con el fin de equilibrar su pH desde basico
hasta neutro. Finalmente, el sélido obtenido se sec6 a 70 °C durante 8 horas y, por
ultimo, se elimind la parte organica calcinando la mezcla a 550 °C durante 5 horas en
una mufla dando lugar al sélido desnudo (0).

2.4.2. Funcionalizacién con aminas

Con el objetivo de modificar la carga superficial da la particula, la particula
sintetizada (0), se funcionaliz6 con dos concentraciones de 3-aminopropil trialcoxisilano
(APTES). Para ello, 1 gramo de particula se suspendié en 50 mL de acetonitrilo (ACN).
En funcion del grado de funcionalizacion, se afadi6 a la suspensiéon 0,25 mL de APTES
(A) y 40 mL de APTES (B). Posteriormente, se agitdé durante 5 horas y media.
Seguidamente, la solucién se lavo a vacio con agua destilada con el fin de eliminar el
exceso de APTES gue no ha quedado anclado. Por ultimo, los materiales mesoporosos
se introdujeron en una estufa a 40 °C durante 24 horas.

2.4.3. Cargado en particulas mesoporosas

Las particulas mesoporosas se cargaron con dos tipos de moléculas: rodamina B y
lisina. El cargado con rodamina B, un compuesto fluor6foro, se realizé con el objetivo de
estudiar de manera rapida si la ruta de sintesis empleada para desarrollar un sistema
de liberaciéon controlada, no utilizado previamente en el grupo de investigacion, era
efectivo (desarrollo de la puerta quitosano). En el resto de los casos, se realiz6 cargado
con lisina.

2.4.3.1. Rodamina B

El cargado de la rodamina B (RhB) en los poros de las particulas MCM-41, tanto
desnudas como funcionalizadas, se realiz6 de la siguiente manera: 38 gramos de RhB
se suspendieron en 7,5 mL de agua desionizada y a continuacion se afiadieron 100 mg
de particula desnuda o funcionalizada (A, B). Después, se agitaron las diferentes
condiciones a 300 rpm durante 24 horas.

2.4.3.2. Aminoacidos

El cargado de los aminoacidos en el interior de las particulas MCM-41 se realizé por
el método de impregnacion. Para ello, en primer lugar se preparé una disolucion de
40.000 ppm de lisina en una disoluciéon tamponada (HEPES) a pH 4,5. Esta
concentracion de aminoacido vino determinada por la concentracion establecida en el
estudio de solubilidad. En segundo lugar, se afadié gota a gota 1 mL de la disolucion
de lisina en HEPES sobre 100 mg de los sélidos MCM-41 (0, Ay B). Por ultimo, se
mezclo la solucién con los sélidos MCM-41 para favorecer la impregnacion, y se dejo
secar en estufa a 37 °C durante 24 horas. La operacion se repitio cada dia hasta
alcanzar los 5 ciclos de impregnacion.
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2.4.4. Anclaje de puertas moleculares

2.4.4.1. N1-(3-Trimetoxisililpropil) dietilentriamina

Con el fin de anclar de manera covalente el N1-(3-Trimetoxisililpropil) dietilentriamina
para crear el primer tipo de sistemas de liberacién controlada, se pesaron 50 mg de
cada uno de los tipos de particula (0, A y B) cargados con lisina mediante 5 ciclos de
impregnacién. A continuacién, esta cantidad de sélido se suspendié en 5 mL de etanol
y se afiadio 0,215 mL de N1-(3-Trimetoxisililpropil) dietilentriamina . Después, la mezcla
se agité a temperatura ambiente durante 5 horas y 30 minutos. Finalizado este tiempo,
los sélidos obtenidos se lavaron con 150 mL de PBS pH2 (condicién de puerta cerrada),
y se recogio la particula mediante centrifugacién. Por ultimo, se secé a 37°C en estufa
overnight. (Pérez-Esteve et al., 2015a)

2.4.4.2. Quitosano

En cuanto a la puerta Quitosano, por una parte, para realizar el estudio con
Rodamina, se tuvo que conocer primero que reactivo era el mas apto para la
funcionalizacion. Para ello, se probaron dos tipos de grupos funcionales: Isocianato y
Fosfonato. Dependiendo de la condicién, se afiadié en agitacién 210 L de isocianato o
320 uL de fosfonato. Una vez realizado, se dejaron en agitacion a 300 rpm durante 24h.
La suspension se centrifugd y el sélido precipitado se secé durante 24 h a 40 °C.

De forma paralela, se credé una solucion de quitosano. Para ello, 150 mg de
quitosano alto peso molecular se suspendié en una disolucion de 153 pL de acido
acético 98 % en 15 mL de agua desionizada. La solucion se dejo overnight a 50 °C.

Una vez funcionalizada la particula con cada grupo funcional, se lleva a cabo la unién
de la puerta molecular. Brevemente, 50 mg de las particula (0, A, B) y grupos funcionales
(Isocianato y Fosfonato) con 9,5 mg de EDC en 5 mL de buffer acetato a pH 5, dejandolo
en agitacion. Transcurrido una hora, se afiadié 1 mL de disolucién de quitosano, se agité
durante dos horas y se centrifugd a 9500 rpm durante 10 minutos. El sélido depositado
se resuspendié con 10 mL de acetato pH 5, centrifugandolo nuevamente. La operacion
se repitid hasta que el liquido sobrenadante fue transparente. Por ultimo, el pellet se
seco en estufa a 40 °C durante 24 horas.

Por otra parte, para anclar covalentemente la puerta quitosano para el estudio
con Lisina, se suspendié, en primer lugar, 50 mg de particula (0, Ay B) en 5 mL de
etanol y 160 uL de Fosfonato, y paralelamente 50 mg de particula (0, Ay B) en 5 mL de
etanol y 105 L de Isocianato; se dejé agitando overnight, se centrifugé durante 10
minutos a 9000 rpm y el solido precipitado se seco en estufa a 37 °C durante 24 horas.
En segundo lugar, se prepar6 una disolucién de quitosano. Para ello, 150 mg de
quitosano de alto peso molecular se suspendieron en una disolucion de 153 pL de acido
aceético 98 % en 15 mL de agua desionizada, dejando la solucién overnight a 50 °C.

En tercer lugar, se procedio al anclaje del quitosano, para lo cual se mezclé 50 mg
de solido seco (0, A, B) y funcionalizado (Isocianato y Fosfonato) con 9,5 mg de EDC y
5 mL de etanol en agitacion. Tras una hora, se afiadid 1 mL de solucién de quitosano y
se agitd durante 2 horas. Posteriormente, se centrifugé durante 10 minutos a 9000 rpm,
y se realiz6 un ciclo de lavado, para lo cual se suspendi6 el sélido precipitado en 10 mL
de tampdén (PBS) a pH 2 (condicion de puerta cerrada), centrifugandose tras la
resuspension. Finalmente, el sélido precipitado se seco6 en estufa a 37 °C durante 24
horas.
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2.4.4.3. Acido Oleico

El anclaje del acido oleico consta de dos fases (Poyatos-Racionero et al., 2017). En
primer lugar, se funcionalizé la particula con APTES, para lo cual se pesaron 50 mg de
particula (0, A y B), mezclandose posteriormente cada condicién con 7,5 mL de etanol
y con 0,73 mL de APTES. Seguidamente, se dejé agitando durante 5 horas y 30 minutos
a temperatura ambiente y se centrifugd durante 10 minutos a 9000 rpm. Después se
efectuaron dos lavados, para lo cual el sélido precipitado se resuspendié en 5 mL de
etanol. Por ultimo, la particula se seco en estufa a 37 °C durante 24 horas. En segundo
lugar, se prepar6 una disolucion de 10 mL de etanol, 1 mL de &cido oleico y 16 mg de
EDC, agitandose 30 min. Posteriormente, 50 mg de particula (0, A, B) funcionalizada
con APTES, se afiadi6é a la solucién, dejandolo en agitacion overnight. Por dltimo, se
centrifugd a 9000 rpm durante 10 min y se efectud un ciclo de lavado, para lo cual el
sélido precipitado se resuspendi6 en etanol:agua (2:1), se centrifugd a 9000 rpm durante
10 minutos. El precipitado obtenido se secé a 37 °C durante 24 horas.

2.4.4.4, Lisozima

El protocolo de unién de la MSP vy la lisozima se realizé de 3 formas diferentes: union
covalente utilizando una solucion acuosa tamponada (PBS) a pH 7, union covalente
utilizando etanol y, por ultimo, el protocolo de unidn electroestatica al sélido en etanol
basandose en los protocolos descritos por Xue et al. (2012).

Para el primer caso, en primer lugar 150 mg de particula (MCM-41), cargada con
aminoacido, tanto desnuda (0) como funcionalizada (A y B) se suspendieron en 11,25
mL de acetona y se afiadié 0,876 mL de APTES. Se dejo en agitacion 5 horas y 30 min,
se centrifugd y se lavo con acetona dos veces con el fin de eliminar el APTES no pegado
a la particula. Por ultimo, se dej6 secar a 37 °C. En segundo lugar, 75 mg de lisozima y
8 mg de EDC se afadieron a 2,5 mL de buffer fosfato (50 mM) ajustado previamente a
pH 7. La mezcla se dejo en agitacion durante 30 min. Una vez transcurrido el tiempo, se
afiadieron 25 mg de particula, agitandose a 4°C durante 20 min, y centrifugandose
posteriormente (9000 rpm).

Con el fin de llevar a cabo el segundo ensayo, en primer lugar 150 mg de particula
(MCM-41), cargada con aminoéacido, tanto desnuda (0) como funcionalizada (A y B) se
suspendieron en 11,25 mL de acetona y se afiadié 0,876 mL de APTES. La mezcla se
dej6 en agitacién 5 horas y 30 min. A continuacion, se centrifugd y se lavé con acetona
dos veces con el fin de eliminar el APTES no pegado a la particula. Por ltimo, se dejé
secar a 37 °C. En segundo lugar, 75 mg de lisozima y 8 mg de EDC se afiadieron a 2,5
mL de etanol, dejando en agitacién 30 min. Una vez transcurrido el tiempo, se afiadieron
25 mg de particula, agitandose a 4°C durante 20 min, y centrifugandose posteriormente
(9000 rpm).

En el Gltimo caso, primeramente, se prepard una solucion de 14 mL de etanol en la
que se afiadié 36 mg de lisozima, dejandose en agitacion 30 min. Transcurrido el tiempo,
se afiadio 20 mg de particula (0 ,A 'y B), se agité durante 24 horas, se centrifugé a 9000
rpm, y el solido precipitado se lavo una vez con 5 mL de tamp6n fosfato 50 mM pH 2.
La mezcla se centrifugd, se elimino el sobrenadante.
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2.5. Caracterizacion de los sistemas de liberacion controlada

2.5.1. Difraccién de rayos X

La caracterizacién del tipo de material sintetizado, asi como la determinacion del
efecto de la funcionalizacion sobre la ordenacion de la particula, se realizo por difraccion
de rayos X. Para la realizacion de la técnica analitica, en primer lugar, la muestra se
molturd. En segundo lugar, se introdujo en un porta muestras, en este caso un disco de
aluminio, cubriendo de forma homogénea toda la superficie. La obtencién del
difractograma se realizé en un difractémetro Bruker D8 (Bruker, Coventry, UK),
utilizando radiacion CuKa.

2.5.2. Microscopia electronica de transmisiéon (TEM) y Microscopia
electronica de barrido de emision de campo (FESEM)

Por un lado, se empled la microscopia electronica de transmision (TEM). El modelo
utilizado fue JEOL JEM-1010 (JEOL Europe SAS, Croissysur- Seine, Francia). Permitio
comprobar que las particulas de 6xido de silicio tenian la porosidad tipica de las
particulas de la familia MCM-41. Para ello, una punta de espéatula de particula se
suspendié en un disolvente organico, en este caso diclorometano. A continuacion, se
sonic6 durante 5 minutos en un bafio de ultrasonidos para favorecer la desagregacion
de las particulas. Tras esto, se depositd la disolucion gota a gota sobre una rejilla filmada
de carbono, se sec6 a temperatura ambiente, y por ultimo se introdujo en el microscopio.

Para determinar el efecto de la funcionalizacion sobre la morfologia de las particulas,
éstas se observaron con microscopio de barrido de emisién de campo (FESEM) Zeiss
Ultra 55 (Carl Zeiss NTS GmbH, Oberkochen, Alemania). Para ello, las particulas de
depositaron sobre una portamuestras que contenia una cinta a doble cara de carbono.
Esta cinta ademas de tener una funcion adhesiva, tiene la capacidad de disipar los
electrones que llegan a la muestra. Las fotografias se obtuvieron trabajando en el modo
de electrones secundarios

2.5.3. Analisis del potencial zeta (z)

El potenci al zeta (potenci al ) se de
Instruments, Reino Unido). Las muestras se dispersaron en el medio tampén, en este
caso PBS, a una concentracién de 1 mg/mL. Antes de cada medicién, las muestras
fueron sonicadas durante 1 minuto para evitar la agregacion. El potencial zeta se calcul6
a partir de los valores de movilidad de particulas aplicando el modelo de Smoluchowski.
Las mediciones se realizaron a 25 °C por triplicado.

2.6. Obtenciondelacinéticade liberacion de RodaminaB o lisina
en sistemas de liberacién controlada susceptibles a
cambios de pH

Las cinéticas de liberacion de la rodamina o amino&cidos contenidos en los soélidos
0, A y B funcionalizados con aminas (N3), quitosano o lisozima fueron obtenidas
poniendo en contacto los diferentes sélidos con fluidos que simulan la digestion: tampén
PBS ajustado a pH 2 (estbmago) y tampon PBS ajustado a pH 7.5 (intestino) (Pérez
Esteve et al., 2016). Para ello, 5 mg de sélido se suspendieron en 10 mL de tampédn. A
tiempo 5, 180, 300, 1440 y 2880 minutos de contacto entre la particula y la solucién se
extrajo 1 mL y se filtr6 a través de un filtro de teflon de 0,45 mm. La rodamina liberada
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a cada uno de los tiempos se determiné a través de la media de la fluorescencia que
presentaba la muestra. Para ello, 300 mL de las alicuotas filtradas se cargaron en una
placa de 96 pocillos, y luego se midié la emision de la rodamina B a 572 nm (tras la
excitacion a 555 nm) utilizando un fluorimetro Jasco FP-8200. La cantidad de lisina
liberada a cada uno de los tiempos se determind utilizando cromatografia liquida de alta
resolucion y detector evaporativo de dispersion de luz (ver seccion 2.8).

Por un lado, para controlar las cinéticas de liberacion de los amino&cidos con las
puertas moleculares quitosano y N1-(3-Trimetoxisililpropil) dietilentriamina ancladas, en
primer lugar, se pes6 10 mg de particula cargada y se suspendié en 25 mL de PBS a
pH 2 (condicién puerta cerrada) o PBS a pH 7,5 (condicién de puerta abierta), En
segundo lugar, se dej6 en agitacion y a tiempo 5, 90, 180, 270 y 570 minutos se extrajo
1mL y se filtr6. En Ultimo lugar, se analizaron las muestras midiendo la absorbancia y
de manera proporcional se obtuvo la concentracién de aminoacido liberado.

Por otro lado, para controlar la liberacion de aminoacido con la puerta molecular
Lisozima, se resuspendio el solido precipitado obtenido tras la centrifugacion en 7,5 mL
de solucién tamponada a pH 2 o0 a pH 7,5, en funcion de las condiciones del ensayo.

2.7. Obtencion de la cinética de liberacién de lisina en sistemas
de liberacion controlada susceptibles a cambios en la
concentracion de sales biliares

Las cinéticas de liberacion de la rodamina o aminoécidos contenidos en los sélidos
0, A y B funcionalizados &cido oleico fueron obtenidas poniendo en contacto los
diferentes sdélidos con fluidos que simulan la digestion: agua desionizada y agua
desionizada con CTAB 102 M (simulando surfactante tipo sales biliares del intestino)
(Poyatos-Racionero et al., 2017). En este trabajo no se trabaj6 directamente con sales
biliares debido a la dificultad de desarrollar un método cromatografico que separara el
aminoacido de una matriz tan compleja de compuestos quimicos como es la bilis. Para
ello, 5 mg de sélido se suspendieron en 10 mL de agua desionizada o agua desionizada
con CTAB. A tiempo 5, 180, 300, 1440 y 2880 minutos de contacto entre la particula y
la solucién, se extrajo 1 mL de fluido, y se filtré a través de un filtro de teflon de 0,45
mm. La cantidad de lisina liberada a cada uno de los tiempos se determind utilizando
cromatografia liquida de alta resolucion y detector evaporativo de dispersion de luz (ver
seccion 2.8).

2.8. Cuantificacion de los aminoéacidos por HPLC

La cuantificacién de lisina liberada a cada uno de los tiempos de ensayo fue
determinada por cromatografia liquida de alta resolucién y un detector evaporativo de
dispersion de luz (HPLC-ELSD). El modelo que se utilizo fue 1260 Infinity 11 de Agilent
Technologies (Santa Clara, California, EUA), que estaba compuesto por un mdédulo
desgasificador, una bomba cuaternaria, un inyector automatico con compartimento
termostatizado de columnas integrado y un detector evaporativo de luz dispersada
(ELSD modelo 380). La columna empleada fue una Poroshell 120 EC-C18 4,6 x 100
mm, 4 um (Agilent Technologies).

Para el andlisis de los aminoéacidos las condiciones cromatograficas que se
emplearon fueron adaptadas de Yan et al. (2007). Estas fueron: 20 pL de volumen de
inyeccioén, una temperatura de 30 °C para la columna y un caudal de 1 mL-mint. La fase
movil se preparé mezclando acetonitrilo (fase A) con agua que contenia acido
trifluoroacético al 0,7% (v/v) (fase B). El gradiente que se empleo fue el siguiente: 0-2
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min, 100% B; 2-5 min, 100-85% de B; 5-7 min, 85-70% de B; 7-8 min, 70% B y
seguidamente se volvié a las condiciones iniciales.

Las condiciones seleccionadas para el detector ELSD fueron: una temperatura de
evaporacion de 100°C, una temperatura de nebulizacién de 80°C y un caudal de gas de
1.2 SLM (Standard Liter per Minute).

Para la adquisicion de datos se utilizo el software OpenLAB CDS LC ChemStation
(rev.C.01.07, Agilent Technologies).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Seleccion del aminoacido objeto de estudio y de su maxima
solubilidad

De todos los aminoacidos esenciales encontrados en bibliografia (Hartmann vy
Meisel, 2007). Se seleccion6 uno de ellos, con el fin de reducir el nimero de variables
de estudio. Concretamente, se estudid el aminoacido lisina por ser uno de los mas
limitantes en cuanto a sintesis proteica se refiere (Robinson et al., 1980). La estructura,
grupo funcional y punto isoeléctrico del amino&cido elegido segun datos de Bischoff y
Schluter (2012) se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1: Aminoéacido utilizado en el estudio de cargado y liberacion: Lisina (Lys). Se muestra su
punto isoeléctrico, grupo funcional y caracteristicas conformacionales segin

Lys

Punto isoeléctrico 9.74

Grupo funcional Bésico

cCoo~

Caracteristicas
conformacionales (e

Una vez seleccionado el aminoacido se procedi6é a estudiar su maxima solubilidad
en tampon HEPES, ya que es el medio utilizado para realizar el cargado por
impregnacién de los aminoacidos. Tras diferentes concentraciones estudiadas, se
determin6 que 40.000 mg de lisina/L era una concentracion donde la lisina todavia se
solubilizaba y por otra parte estaba suficientemente concentrada como para cargar al
méximo los poros del material MCM-41 tras diversos ciclos de impregnacion.

3.2. Seleccidén de las condiciones de separacion cromatografica
y deteccién de los aminoacidos

Una vez seleccionado el amino&cido de interés, y establecidas las condiciones que
se emplearan para el cargado, se procedio a poner a punto el método para la separacion
y cuantificacion de la cantidad de lisina liberada por cada uno de los sistemas de
liberacion que se preparen a lo largo de este trabajo.

Con el fin de poder detectar los aminoacidos por medio de un HPLC con detector

UV-VIS, que mide la absorcién de la radiacion en aquellos compuestos que contienen
grupos cromoforos, es necesario derivatizarlos antes de entrar en la columna
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(precolumna) o después de pasar por ella, pero siempre antes de que entre en el
detector, ya que los aminocidos no contienen compuestos cromoforos. La
derivatizacion consiste en transformar los aminoacidos en compuestos quimicos
similares, pero con propiedades diferentes que les permitan ser mas sensibles para su
deteccion (Reuhs et al., 2010). Este proceso dificulta el analisis, ya que se alargan
mucho los tiempos, la respuesta es lenta, se reduce la sensibilidad y la precision, y los
picos se ensanchan. Sin embargo, han aparecido nuevas técnicas, que sin necesidad
de derivatizar, se pueden detectar estos compuestos, en este caso aminoacidos, de
forma rapida y sencilla. Una alternativa se basa en la utilizacion de detectores
evaporativos de dispersion de luz (ELSD), que permiten detectar compuestos de baja
volatilidad sin depender de las propiedades quimicas del analito. Por tanto, esta técnica
se basa en la deteccién de la luz dispersada por los aminoacidos a través de la
nebulizacién y evaporaciéon de la fase movil, de forma que todos los analitos que sean
menos volatil que la fase movil, se detectan. Las ventajas de este detector son la
respuesta universal que ofrece, cumpliendo siempre la anterior premisa (Mathews et al.,
2004).

Una vez seleccionado este método cromatografico, se procedi6 a la seleccion de las
condiciones de separacion cromatogréficas. Estas fueron adaptadas de las descritas
por Yan et al. (2007).

La Figura 1. muestra el cromatograma tipico de la lisina, donde se puede
observar que el tiempo de retencion del aminoacido es 3,2 min, y del tampon PBS
(Figura 1. b) empleado en la mayoria de estudios de liberacion. El tiempo de retencién
de este segundo analito es de 2,5 min. Por tanto, se puede concluir que estas
condiciones son adecuadas para separar ambos analitos.
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Figura 1: Valores de las areas correspondientes al amino4cido Lisina a una concentracion de
100 ppm (a) y al tampdn PBS pH 7,5 sin amino&cido(b).

Una vez demostrada la capacidad del método HPLC para separar ambos analitos,
se procedié a determinar si la respuesta del HPLC dependia de la concentracion de
amino&cido presente en medio y a estudiar el rango de respuesta lineal. Para ello se
pincharon en el equipo concentraciones de lisina en HEPES (10, 50, 100, 250 y 500
mg/L).
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Figura 2: Valores de las areas correspondientes a las diferentes concentraciones (10 ppm(a),
50 ppm (b), 100 ppm(c), 250 ppm (d) y 500 ppm (d)) de Lisina en PBS a pH7,5.

Como puede observarse en la Figura 2., las areas crecieron progresivamente al
hacerlo la concentracién. Destacar que a concentraciones superiores a 250 ppm los
picos cromatograficos se encontraban saturados, resultando imposible su
cuantificacion. Debido a lo anterior, cuando en alguna de las liberaciones se cont6 con
concentraciones superiores a 250 mg/L hubo que diluir la muestra.

3.3. Caracterizacion de los soportes de partida para la
preparacion de los diferentes sistemas de liberacion
controlada

Una vez determinadas las condiciones que permiten detectar y cuantificar el
aminodcido a estudiar (Lisina) por medio de la técnica HPLC-ELSD, se procedié a
sintetizar el material mesoporoso de 6xido de silicio del tipo MCM-41. Una vez
sintetizado, el material MCM-41 se funcionaliz6 con dos proporciones de amina para
cambiar la carga superficial de la particula y asi estudiar el efecto de la carga superficial
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sobre la eficacia de encapsulacion y liberacion. Cada uno de los tres materiales (0, Ay
B) se cargaron con lisina mediante la técnica de la impregnacion, utilizando 5 ciclos.

Una vez obtenidos los solidos cargados, se caracterizaron con tres técnicas
estandar, con el fin de determinar silos procesos de sintesis habian conducido a obtener
los soportes esperados.

La primera de ellas fue una caracterizacion por difraccion de rayos X en polvo (XRD).
Esta técnica permite caracterizar el tipo de estructura ante la que nos encontramos. En
la Figura 3. se puede observar los patrones de difraccion de rayos X de polvo de la
MCM-41 i) desnuda sin calcinar, ii) desnuda calcinada (0), iii) tras una funcionalizacién
con APTES (A), iv) tras otra funcionalizacion con APTES (B), v) sin funcionalizar y
cargada con aminoacido y vi) funcionalizada con APTES (B) y cargada con aminoacido.

Como se puede observar, el material sin calcinar (i) presentdé cuatro picos
caracteristicos del orden hexagonal del material MCM-41, registrados como reflexiones
deBragg (1 00),(110),(200)y (2 10) (Pérez-Esteve et al., 2015a). En el material
calcinado (ii) se observd un desplazamiento hacia la derecha de la reflexion (1 0 0),
debido a la contraccion de la celda por la condensacion de los silanoles durante la
calcinacion. Tras la funcionalizacién A (iii) o B (iv) con aminas se divis6 una pérdida de
los picos caracteristicos (1 1 0), (20 0) y (2 1 0) debido a una disminucion del contraste
causado por el llenado de poros de aminas. Lo mismo sucedi6 con el material desnudo
cargado con Lisina (v) y con el material funcionalizado con APTES (B) cargado con el
aminoacido (vi). Sin embargo, el mantenimiento el pico (1 0 0 ) indica que todas las
particulas mantienen la porosidad tipica MCM-41, y que por tanto los procesos de
funcionalizacién y cargado del amino&cido no modifican o alteran la porosidad tipica del
material MCM-41 de partida.

vi)

v)

iv)

I{ua.)

iii)

2 3 4 5 6 7
20 (grados)

Figura 3: Difractogramas XRD de los s6lidos MCM-41, i) antes de calcinar, ii) después de
calcinar (0), iii) tras la funcionalizacién A, iv) tras la funcionalizacion B, v) desnuda y cargada con

aminoécido y vi) funcionalizada con APTES (B) y cargada con aminoacido

La segunda técnica empleada fue la microscopia electronica de transmision (TEM)
y la microscopia electrénica de barrido de emision de campo (FESEM), a partir de las
cuales se obtuvieron las imagenes mostradas en la Figura 4. Como se puede observar,
las particulas sin funcionalizar tienen la morfologia y porosidad caracteristica de las
particulas MCM-41. Las particulas MCM-41 pertenecen a la familia de las MSP llamadas
M41S, es un tipo de particula hexagonal con un sistema de poros uniforme (Pérez-
Esteve et al., 2016). Esta matriz posee multitud de ventajas, en primer lugar cuenta con
propiedades de sistemas nanoestructurados como son la alta superficie especifica (700
-1000 m?/g), y volimenes de poro especificos (0,6-1 cm?/g), en segundo lugar, posee
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tamafio de poro grande (2-10 nm) (Colilla, Gonzalez y Vallet-Regi, 2013), aunque por
composicion pueden llegar a formar poros de entre 2 y 50 nm (Zhao, 2006), y en tercer
lugar registran un tamafio micro, que impide atravesar las mucosas del tracto digestivo,
por tanto, se podra eliminar en las heces tras la digestion (Pérez-Esteve et al., 2015hb).

Comparando estas imagenes con las de la MCM-41 funcionalizada (B) se lleg6 a la
conclusion de que la funcionalizacidon con 3-aminopropiltrietoxisilano no afecta ni a la
morfologia ni a la porosidad de las particulas.

FESEM TEM

MCM-41 sin MCM-41 MCM-41 sin MCM-41
funcionalizar (0) funcionalizada (B) funcionalizar (0) funcionalizada (B)

Figura 4: Caracterizacion de la formay la porosidad de la particula MCM-41 tanto desnuda como
funcionalizada, por medio de la microscopia electrénica de barrido de emision de campo
(FESEM) y la microscopia electrénica de transmision (TEM).

Laterceray Ultimatécnica de caracterizacion que se empled fue la determinacion
del potencial zeta (Z) de las particulas (0, A y B) a diferentes pH (4,5, 7,5y 9,5). Esta
técnica permitié cuantificar las cargas que tenian las MSP desnudas y funcionalizadas
con aminas a pH acido, neutro y basico.

60
40
20

mpH 4,5
0 Y

=pH 7,5
=pH 9,5

Potencial Z (mV)

Figura 5: Valores del potencial zeta en milivoltios (mV) en MCM-41 tanto desnuda (0) como con
funcionalizada (A y B); a pH (4.5, 7.5y 9.5).

En la Figura 5. se observa como varian los valores del potencial Z de las
mesoporosas desde valores muy negativos (-40 mV) a valores muy positivos (+40 mV),
en funcién del grado de funcionalizacion y del pH en el que se encuentre la MSP.

Por un lado, las MSP desnudas presentan valores negativos a cualquiera de los
tres pH. Ademas, cuanto mas basico el pH del medio, y por tanto mas lejano al del punto
isoeléctrico de la silice (pH = 2), los valores van siendo cada vez mas negativos por el
aumento de los grupos SiOH desprotonados que existen en el medio. Por tanto, se
puede afirmar que la MCM-41 sin funcionalizar se encuentra cargada negativamente por
encima del punto isoeléctrico (pH 2-3) (Pérez-Esteve et al., 2016).
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Por otro lado, las MSP funcionalizadas presentan diferencias significativas, ya
que a mayor concentracién de aminas mas positiva es la particula. A pH 4,5 tanto los
sélidos A como los B presentan un valor positivo de potencial zeta, es decir, con la
minima funcionalizacién aportada (A) se consigue, no solo virar valores negativos a
positivos, sino que la carga positiva alcanzada sea maxima. A pH 7,5, la MCM-41 con
la minima funcionalizacién (A) no consigue cambiar el potencial de negativo a positivo,
sin embargo, la de mayor grado de funcionalizacion (B) si y en gran medida. A pH 9,5,
a medida que aumenta la concentracion de amina la carga es cada vez menos
electronegativa hasta que en la funcionalizacion tipo B, la carga vira a positivo. Por tanto,
las particulas funcionalizadas (B) poseen cargas positivas en los diferentes valores de
pH estudiados (4,5, 7,5y 9,5). Los diferentes valores de potencial Z medidos permiten
no solo caracterizar las particulas, sino que ademas es utilizado como método de
confirmacion de que el pegado de las aminas a la superficie de la MSP es afirmativo.

3.4. Caracterizacion de los sistemas de liberacion controlada

Tras analizar los soportes de partida se procedié a la caracterizacion de los sélidos
(0 y B), cargados con aminoacidos, y funcionalizados con las diferentes puertas
moleculares. Esto permite obtener, por un lado, la caracterizacién de las particulas, y
por otro, la confirmacién de que el anclaje es adecuado. Para ello, se utilizaron dos
técnicas ya mencionadas anteriormente: la difraccion de rayos X y el analisis del
potencial Z. Para esta seccion se han omitido los sélidos preparados a partir de la MCM-
41 funcionalizada con la menor cantidad de APTES, ya que es una situacion intermedia
entre los sélidos desnudos (A) y altamente funcionalizados (B).

3.4.1. Puerta molecular N1-(3-Trimetoxisililpropil) dietilentriamina

3.4.1.1. Difraccion de rayos X

En la Figura 6. se muestran los difractogramas de la particula MCM-41 desnuda (i)
y funcionalizada con APTES (ii) impregnada con lisina tras el anclado del N1-(3-
Trimetoxisililpropil) dietilentriamina sobre la superficie de ambos tipos de particula.
Tanto los sélidos desnudos (i) como los sélidos funcionalizados B (ii) presentan el pico
caracteristico de la particula (1 0 0), que nos informa de que la porosidad tipica de la
particula se ha mantenido. No obstante, las reflexiones (1 1 0), 2 00) y (2 1 0)
desaparecieron por la disminuciéon de contraste entre poro/pared provocado por la
ocupacion del espacio de la MSP por la puerta molecular, por el APTES empleado en la
funcionalizacion, y por el cargado de la MSP con aminoacido. El resultado confirma que
hay elementos en mayor o menor medida en el interior de la MSP o en su superficie que
ocupan el espacio disponible en la MSP.
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Figura 6: Difractogramas XRD de los soélidos MCM-41 cargados con aminoacido tanto i)
desnudos (0) como ii) funcionalizados (B) con la puerta N1-(3-Trimetoxisililpropil) dietilentriamina

anclada a la superficie.

3.4.1.2. Potencial zeta (2)

Con el fin de determinar la eficacia de la funcionalizaciéon de los sélidos 0 y B
cargados con aminoacidos con la N1-(3-Trimetoxisililpropil) dietilentriamina (N3), se
procedié a determinar el potencial zeta de los materiales antes y después del anclado
de la N3.

Tal y como muestra la Figura 7., la puerta molecular influia de manera significativa
sobre las cargas de las particulas. Tanto las particulas desnudas cargadas con
aminodcido (0) como funcionalizadas (B) experimentan un aumento de cargas positivas
con la adicion de la puerta. En el caso de la particula desnuda, la puerta molecular no
hace virar el signo de la carga, por el contrario, en el caso de la particula funcionalizada,
si experimenta el cambio desde valores negativos a valores positivos. Se demuestra,
por tanto, que el anclaje es afirmativo.
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Figura 7: Valores del potencial zeta en milivoltios (mV) de las particulas MCM-41 cargadas con
aminoacido (0 y B) antes y después del anclado de la N1-(3-Trimetoxisililpropil) dietilentriamina
(N3).
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3.4.2. Puerta molecular quitosano (CS)

3.4.2.1. Difracciéon de rayos X

La figura 7 muestra los difractogramas obtenidos de las particulas MCM-41 tras
anclar quitosano de alto peso molecular a través de un grupo funcional Isocianato o
Fosfonato a la particula desnuda (0) o funcionalizada con N3 (B).

Como en los casos anteriores, la Figura 8. muestra que tras el cargado y anclado
del quitosano se mantiene la estructura de la MCM-41, ya que la reflexién (1 0 0) no se

perdié en ningun caso.
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Figura 8: Difractogramas XRD de los sélidos MCM-41 con la puerta molecular quitosano (CS)

anclada al sélido desnudo (i, iii) o funcionalizado con aminas (ii y iv) a través de grupos Isocianato
(iy ii) o Fosfonato (iii y iv).

3.4.2.2. Potencial zeta (2)

Con el fin de conocer si la puerta quitosano se anclaba correctamente, primero fue
preciso estudiar el pegado de los grupos funcionales (Isocianato y Fosfonato) a las MSP.
Para ello se caracterizaron las diferentes MSP mediante el potencial zeta de las
particulas MCM-41 (0 y B) con los diferentes grupos funcionales (Fosfonato e

Isocianato) a pH 4,5.
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Figura 9: Valores del potencial zeta en milivoltios (mV) de las particulas MCM-41 0 (i) y B (ii) con
los grupos funcionales (Fosfonato e Isocianato) a pH 4,5.

Como se muestra en la Figura 9., tanto los sélidos desnudos (0) como los sélidos
funcionalizados (B) presentan variaciones significativas en su potencial zeta debido a la
segunda funcionalizacion de las MSP con los grupos funcionales. Por un lado, la
funcionalizacion con grupo Fosfonato mantuvo el potencial zeta de las particulas en
valores negativos, siendo la variacion mas significa en el caso de los soélidos B. La
funcionalizacion con el grupo funcional isocianato provoc6 un cambio en el potencial
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zeta de las particulas, desde valores negativos a valores positivos en ambos casos
(particulas 0 y particulas B).

Unido a lo anterior, las Figuras 10 a. y 10 b. muestran el cambio de potencial en la
superficie de la MSP tanto en particulas desnudas (0) como funcionalizadas (B) tras
dejarlas reaccionando con diferentes cantidades (1, 2,5 y 5 mL) de quitosano (CS) de
alto peso molecular.

Por una parte, la Figura 10 a. muestra como la adicién de CS a particulas con el
grupo funcional fosfonato hizo virar las cargas superficiales de valores negativos (sin
guitosano) a positivos (con quitosano) . El potencial zeta no varié significativamente
entre diferentes cantidades de quitosano, aunque los valores de potencial zeta fueron
mas positivos cuando se anclaron sobre particulas previamente funcionalizadas con
APTES (B).

Por otra parte, en la Figura 10 b. también se observé un cambio de carga de
negativo a positivo tras la funcionalizacion a través de grupo Isocianato. En este caso,
puesto que se partia de potenciales zetas positivos tanto en las particulas 0 como B
funcionalizadas con isocianato, el cambio no resulté tan evidente. Aun asi, en las
particulas 0 se observa como a mayor cantidad de quitosano, mas positivo es el
potencial zeta.

De esta manera, a través del cambio en el potencial zeta en cada uno de los pasos
de funcionalizacion de la particula, se puede concluir que las reacciones quimicas
propuestas para el anclado del quitosano han sido efectivas. Por otra parte, puesto que
en la mayoria de los casos no se observaron diferencias entre afiadir 1 y 5 mL de
solucion de quitosano en acido acético en el potencial zeta, se eligio la cantidad de 1
mL, ya que los sélidos resultantes se secaban mas rapidamente y se molturaban mas
facilmente.
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Figura 10: Valores del potencial zeta en milivoltios (mV) de las particulas MCM-41 0 (i) y B (ii)
con los diferentes grupos funcionales (Fosfonato (a) e Isocianato (b)) tras en anclado de
diferentes cantidades de quitosano

3.4.3. Puerta molecular Acido Oleico
3.4.3.1. Difraccion de rayos X

En la Figura 11. se muestran los difractogramas de los sistemas de encapsulacion
basados en MCM41 -desnuda (0) (i) y funcionalizada (B) (ii)- impregnada con lisina y
recubierta de una capa de acido oleico unido covalentemente a la superficie del sélido
a través de enlaces con grupos funcional amino. Por una parte, se pudo observar que,
pese a la pérdida de contraste, la reflexion tipica (1 0 0) no se perdié. Por lo tanto, el
anclado del oleico para actuar como puerta molecular no la porosidad caracteristica de
la particula, en este caso MCM-41.

| {u.a.)
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i @ 3 & T B

i &
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Figura 11: Difractogramas XRD de los sélidos MCM-41 tanto i) desnudos (0) como ii)
funcionalizados B, con la puerta molecular Acido Oleico anclada.

3.4.3.2. Potencial zeta (2)

Por medio del potencial zeta se pudo comprobar la eficacia del pegado del &cido
oleico a través de grupos amino sobre la particula. Tal y como se observa en la Figura
12., el acido oleico (cargado negativamente a pH neutro) mantiene la superficie de la
MSP en valores negativos, pese a que éste se ancla a través de grupos aminos. De esta
manera, se confirma la eficacia de la reaccion quimica de anclado de &cido oleico sobre
la superficie.
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Figura 12: Valores del potencial zeta en milivoltios (mV) de las particulas MCM-41 (0 y B) con la
puerta molecular Acido Oleico anclada.

3.4.4. Puerta molecular Lisozima

3.4.4.1. Difracciéon de rayos X

Al realizar la difraccion de rayos X a los sélidos MCM-41, cargados con aminoacido,
con la puerta molecular lisozima anclada, se obtuvieron los diferentes difractogramas
que se muestran en la Figura 13., donde i) son los sélidos preparados partiendo de
MCM-41 desnuda (0) y ii) partiendo de sélidos funcionalizados con APTES (B). En
ambos se pudo encontrar la reflexion caracteristica (1 0 0) de la MCM-41, que corrobora
que la porosidad no se vio afectada por el proceso de anclado de la puerta molecular.
También se pudo observar que las reflexiones (1 1 0), (2 0 0) y (2 1 0) habian
desaparecido, lo que significé la pérdida de contraste entre el poro y la pared de la MSP,
por la colmatacién de los primeros por el aminoacido, el APTES y la puerta molecular.

ii)

I(u.a.)

: 2&4{gradgs} °

Figura 13: Difractogramas XRD de los sélidos MCM-41 tanto i) desnudos (0) como ii)
funcionalizados con la maxima concentracion de APTES (B), ambos con la puerta molecular
Lisozima anclada.

3.4.4.2. Potencial zeta (2)

Por dltimo, con la ayuda de nuevo del andlisis del potencial zeta se pudo concluir
gue la lisozima se ancl6 correctamente sobre la superficie tanto de particulas desnudas
(0) como funcionalizadas con APTES (B). En ambos casos, se puede observar que tras
en anclado de la lisozima, el potencial zeta tiende a valores cercanos -30 mV.
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Figura 14: Valores del potencial zeta en milivoltios (mV) de las particulas MCM-41 (O y B) con la
puerta molecular Lisozima anclada.

Como conclusién a los diferentes apartados de caracterizacion de solidos, tanto los
utilizados como soporte (3.1), como los utilizados como sistemas de liberaciéon
controlada (3.2) se puede decir que se han sintetizado de manera satisfactoria, y que la
funcionalizacion tanto con APTES, como con el anclado posterior de grupos funcionales,
han modificado la carga superficial de la MCM-41, sin modificar la porosidad de las
particulas.

3.5. Estudio de las cinéticas de liberacion de los diferentes
sistemas de liberacion controlada

Una vez se comprobd, por medio de la caracterizacion con rayos X y potencial zeta,
qgue las diferentes rutas de sintesis conducian a la obtencion de sistemas hibridos
organico-inorganicos sin modificar la porosidad del material MCM-41, se procedi6 a
estudiar su capacidad para modular la liberacién de la lisozima encapsulada en su
interior. Para una mejor comprension de los resultados, tal y como se ha realizado en el
apartado anterior, esta seccién se ha dividido en apartados segun el tipo de puerta
molecular utilizada.

3.5.1. Puerta molecular N1-(3-Trimetoxisililpropil) dietilentriamina

A través de la ejecucion del protocolo de liberacion ya explicado, y gracias al empleo
del equipo cromatogréfico se determinaron los perfiles de liberacion de la lisina desde
los solidos que utilizan N1-(3-Trimetoxisililpropil) dietilentriamina como puerta molecular.
Como puede observarse en la figura 17, el perfil de liberacién del aminoacido depende
tanto del medio donde se realiza la liberacion (pH=2 o pH=7), pero sobre todo de la
cantidad de APTES anclado a la superficie del sélido antes de la impregnacion con
aminoacido.

Como se observa en la Figura 15. i, cuando el material es muy negativo (ausencia
de APTES), no existe diferencia entre el perfil de liberacion a pH acido o neutro. De esta
manera, la puerta molecular no esta contribuyendo a modular la liberacién en funcién
del pH del medio. Cuando se afiade una pequefia cantidad de APTES, empieza a
observarse una diferencia entre la cantidad de aminoacido liberado en funcion del pH
del medio. Esta diferencia es maxima cuando se emplea una mayor cantidad de APTES
para la funcionalizacién del material de partida (B). En este caso, mientras que a pH
acido el sdlido libera 2,5 mg de lisina/100 mg de solido; a pH 7.5 (intestino) libera
alrededor de 3 mg de lisina/100 mg de sélido. En cualquier caso, en ninguno de los tres
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casos se ha conseguido una liberacion nula a pH 2 ni un perfil de liberacion controlada,
ya que en los primeros 5 minutos la gran mayoria de aminoacido fue liberado.
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Figura 15: Valores de concentracion de Lisina (Lys) a pH 2y pH 7,5; en particulas MCM-41 0 (i),
A (i) y B (iii) con la puerta molecular N1-(3-Trimetoxisililpropil) dietilentriamina anclada; a
diferentes tiempos (5 minutos, 90 minutos, 180 minutos, 270 minutos y 570 minutos).

Estos resultados son muy diferentes a los obtenidos por Pérez-Esteve et al. (2015a)
en un trabajo de encapsulacion con acido félico. Estos autores, utilizando el mismo tipo
de puerta pudieron obtener una liberacion cero de la vitamina a pH &cido y una liberacién
sostenida de la misma a lo largo de 2h.

3.5.2. Puerta molecular quitosano

En un nuevo intento por conseguir un sistema de liberacion controlada capaz de
inhibir la liberacién de la lisina a pH &cido, y liberarla a pH neutro de manera controlada
se propuso trabajar con quitosano como puerta molecular. Puesto que nunca se habia
trabajado con anterioridad en el grupo de investigacién con esta puerta, en un primer
momento se procedié a optimizar las condiciones de sintesis de los solidos, trabajando
con rodamina como cargo. La utilizacién de rodamina en vez de amino&cido durante la
fase de puesta a punto de un sistema de liberacién controlada posee numerosas
ventajas como son la simplicidad y la rapidez del andlisis, ya que para ello se utiliza el
fluorimetro que proporciona resultados menos costosos en cuanto al protocolo a seguir,
y en un tiempo menor en comparacién con la utilizacion del equipo HPLC para la
cuantificacién de aminoacidos. De ahi que la rodamina se emplee en trabajos previos
con el fin de demostrar que el ensayo es afirmativo.

Dicho lo anterior, el colorante se cargdé en las particulas desnudas (0) y
funcionalizadas (A y B), tanto donde el grupo funcional de anclado del quitosano era el
Isocianato (i) como el Fosfonato (ii). Los estudios de liberacion se llevaron a cabo en
condiciones de puerta cerrada -pH 2 (gréficas con linea discontinua)- y en condiciones
de puerta abierta -pH 7,5 (gréficas con linea continua)-.
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Figura 16: Valores de emision de Rodamina B (RhB) a pH 2y pH 7,5; en particulas MCM-41 (0,
A y B ancladas con quitosano, previamente funcionalizadas con los grupos funcionales
Isocianato (a) y Fosfonato (b); a diferentes tiempos de liberacién (5 minutos, 180 min, 300
minutos, 1440minutos y 2880 minutos).

Como se puede observar en la Figura 16, dependi6é del pH al que se realiz6 la
liberacion varié la cantidad de rodamina liberada. A pH 2 siempre se obtuvo una menor
liberacion que a pH 7,5 confirmando que las moléculas de quitosano son un tipo de
polimero que puede conducir a dar lugar a sistemas de liberacién controlada basados
en cambios en el pH del medio.

Si comparamos el efecto de la funcionalizacion de la particula, podemos ver que la
maxima liberacion se produce siempre cuando la particula esta desnuda. En particula
funcionalizada con APTES, no existen grandes diferencias entre funcionalizar con mas
0 con menos cantidad de amina. Esto pudo ser debido al mayor cargado de rodamina
en la MSP cuando esta se encuentra sin funcionalizar, debido al mayor espacio de poro,
y una mayor atraccién electrostatica, llegando a la conclusién de que cuanto mas carga,
mas libera.

Si comparamos el efecto de la molécula utilizada para en anclaje del sélido (graficas
ay b), observamos grandes diferencias entre utilizar Fosfonato o Isocianato. Aunque el
perfil de liberacién es bastante similar, no lo es la escala. De esta manera, cuando se
utiliza el Isocianato como grupo funcional para anclar el quitosano, se consigue retener
mucha mas cantidad de rodamina que cuando se utiliza el Fosfonato.

Una vez demostrado el funcionamiento de la puerta quitosano con el colorante
rodamina, se empez0 a trabajar con sélidos impregnados de aminodcido. La Figura 17.
muestra las cinéticas de liberacion de lisina desde los diferentes sdélidos conteniendo
qguitosano como puerta molecular a pH 2 (condicion de puerta cerrada) y pH 7,5
(condicién de puerta abierta). A partir de la figura se pudo llegar a la concusion que en
ninguno de los sélidos (i, ii, iii) se muestra una clara influencia de la funcionalizacion, ya
gue a mayor cantidad de APTES no existe una mayor liberacién de Lisina. Lo que si que
se observa, es que en los soélidos preparados a partir de MCM-41 0 y B, existe una
mayor liberacién a pH 7.5, tal y como ocurria en la liberacion de la rodamina. Pese a
esta pequefa diferencia, no se pudo conseguir ni una liberacion cero a pH 2, ni una
liberacion sostenida a pH 7.5.
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Figura 17: Valores de cantidad de Lisina (Lys) a pH 2 y pH 7,5; en particulas MCM-41 0 (i), A (ii)
y B (iii) funcionalizadas con Isocianato, con la puerta molecular Quitosano anclada; a diferentes
tiempos (5 minutos, 90 minutos, 180 minutos, 270 minutos y 570 min).

3.5.3. Puerta molecular Lisozima

La Figura 18 a. muestra la cantidad de aminoéacido liberado en funcion del pH del
medio de liberacién cuando la enzima lisozima se ha anclado covalentemente a través
del grupo amino del APTES, en un medio acuoso de PBS pH a pH 7,5. Los resultados
muestran como la funcionalizacion en el cargado de los aminoécidos proporciona una
mayor diferenciacion de la cantidad liberada de aminoé&cido en funcion del pH del medio.
Mientras que en el sistema de liberacién preparado a partir del material desnudo (0) no
existen diferencias en cuanto a la liberacién en funcion del pH del medio, si que existen
cuando se parte de los solidos A 'y B. En estos casos, la liberacion a pH 7,5 es mayor
gue a pH 2. Por lo tanto, la accién de puerta molecular, frente a estimulo pH, se ve
en contraposicion con el resultado arrojado por la particula desnuda (i) (Xue et al., 2012).
En estos casos, pese a que no se consigue una liberacion cero a pH 2, la liberacién a
pH 7,5 es practicamente el doble que a pH 2.

En la Figura 18 b. se observa como cuando la lisozima se pega en un medio
solvente de alcohol se consiguen liberaciones similares en comparacion con los
sistemas descritos anteriormente.

Para finalizar, la Figura 18 c. muestra los perfiles de liberacién de la lisina
cuando se empled lisozima como puerta molecular, esta vez unida electrostaticamente
sobre la superficie del sélido. En este sistema, se puede observar que la liberacién a pH
2 es menor que la liberaciéon a pH 7,5 tanto cuando se parte de particula desnuda (0),
como cuando se parte de particula funcionalizada con cantidades crecientes de APTES
(A) y (B). En cualquier caso, la unién Unicamente electrostatica sélo se produce en el
sélido 0 (Xue et al., 2012), ya que cuando se utiliza el sélido A y B, existen cantidades
de APTES en la superficie que pueden causar algun tipo de unién covalente ademas de
electrostatica.
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Figura 18: Valores de lisina liberada (Lys) a pH 2y pH 7,5 desde las en particulas MCM-41 0 (i),
A (ii) y B (iii) con la puerta molecular Lisozima anclada covalentemente a pH 7 (a), anclada
covalentemente con etanol (b) y anclada electroestaticamente con etanol (c); a diferentes
tiempos (5 minutos, 90 minutos, 180 minutos, 270 minutos y 570 minutos).

3.5.4. Puerta molecular acido oleico

Cuando se realiz6 la cuantificaciéon de la lisozima liberada a los diferentes tiempos
por los sistemas de liberacion controlada basados en la utilizacién de acido oleico como
puerta molecular, la concentracion de lisina se hall6 por debajo del limite de deteccion
en cada uno de los tres soélidos preparados. Esto puede deberse a que pese el sistema
oleico es capaz de retener perfectamente compuestos como la rodamina (Poyatos-
Racionero et al.,, 2017), no es capaz de retener otro tipo de moléculas como los
aminoacidos, los cuales abandonarian el interior de los porosos durante las etapas de
lavado del solido.
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