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Resumen

Un hemosustituto es una sustancia que busca cumplir la funcién de transportar oxigeno como lo hace la sangre
en un ser vivo. Uno de los sistemas que se utilizan como hemosustitutos corresponde a emulsiones a base de
perfluoro-octilbromuro (PFOB). Una investigacién previa ha mostrado que el proceso de liofilizacién en un
hemosustituto puede aportar condiciones favorables para su uso parenteral pero también ha generado tamafios
de particula no recomendables para la salud humana [1]. Como método para mejorar esta condicion, se propuso
analizar el efecto de la lecitina de huevo (tensoactivo) sobre la liofilizacién del producto asi como poner en marcha
una metodologia de reconstitucion para la disminucién del tamafio de gota. Para esto, se hizo uso de sistemas
similares al hemosustituto, emulsiones de aceite mineral en agua, con el fin de generar comparaciones coherentes.
Asi, se estableci6 la influencia de la lecitina de huevo sobre la encapsulacidn de aceite en el proceso de liofilizacion
y se evalud la eficacia del ultrasonido y del vortex para la disminucién del tamafio de particula a lo largo del
proceso de reconstitucién. De acuerdo a los resultados obtenidos, la lecitina de huevo encapsula correctamente
el aceite para que se mantenga en la muestra después de liofilizacion. Asimismo, el uso de ultrasonido y vortex
disminuye el tamano de particula durante la reconstitucién de manera que se cumplan condiciones para la
administracion parenteral.
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fluido ha causado millones de muertes alrededor del

I. INTRODUCCION

Actualmente, la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) y los bancos de sangre llevan a cabo programas
e incentivos para que las personas aptas para donar
sangre lo hagan regularmente. Esto se realiza con el
fin de tener un suministro y una reserva minimos de
éste tejido para cubrir los tratamientos y atencion a
accidentes [2].

Sin embargo, la cantidad del fluido se encuentra
limitada. En efecto, la sangre almacenada en los
bancos sélo puede ubicarse alli por un periodo de
tiempo limitado, debido a que es un producto
perecedero y cada componente tiene un tiempo de
almacenaje establecido. Los glébulos rojos se
conservan por 42 dias, las plaquetas durante 5 dias y
el plasma se puede almacenar durante 2 afios [3].
Ademas, se deben realizar pruebas para garantizar
que su administraciéon no represente ningun riesgo
para el paciente (contagio de VIH, Hepatitis B, sffilis,
inmuno-compatibilidad, entre otros) [4]. Es por ello
que, en los ultimos afios, la falta de disponibilidad del

mundo. Segun la OMS, el 25% de las madres que
presentan complicaciones en el embarazo mueren por
hemorragias. Asimismo, 1.2 millones de personas
mueren cada afio por accidentes vehiculares [5]. Una
gran cantidad de éstas muertes, se dan por una
situacién hemodinamica llamada choque
hipovolémico, causada porque el corazén pierde la
capacidad de bombear la sangre debido a la pérdida
del fluido [6].

Asi, la Universidad de los Andes se encuentra en el
proceso de desarrollar un hemosustituto. En otras
palabras, se esta sintetizando un fluido que tiene
como funcién el transporte de gases esenciales en el
proceso de respiracion, tal y como lo hace la sangre. El
reactivo encargado de esta funcién es el Perfluoro-
Octilbromuro, que corresponde al componente a
cargo del transporte de oxigeno. Otro de los
componentes del sustituto es la lecitina de huevo, que
es un tensoactivo comuinmente utilizado en Ila
industria alimentaria y farmacéutica. Se usa como
surfactante en el hemosustituto debido a su afinidad



bioldgica ya que no es de origen vegetal sino animal
[7]. Ademas, este componente es compatible con el
cuerpo humano ya que esta presente en la bilis, que es
producida por el higado [8]. Adicionalmente, éste
sustituto no presenta las complicaciones que tiene la
donacidn, tales como incompatibilidad, la transmisién
de enfermedades y los problemas de almacenamiento.
El desarrollo de este producto es posible debido al
establecimiento de una formulacion y una
metodologia de sintesis de una emulsién que tiene las
propiedades mencionadas y requisitos para ser
administrada parenteralmente.

Estudios previos han permitido caracterizar el
hemosustituto. Por un lado, investigaciones
realizadas por Navarrete muestran que la estabilidad
de la emulsion se ve afectada por la presencia de
oxigeno. Ciertamente, se determiné la existencia de
grupos sensibles al oxigeno que desencadenaban la
activacion de un proceso de degradacién. Por otro
lado, se encontrd que existe un efecto negativo de la
temperatura sobre el producto. Asi, se mostr6 que hay
un aumento del tamafio de particula debido a la
degradaciéon de componentes por estrés térmico [9]
[10].

Posteriormente, determinaron el tamafio de gota
requerido del hemosustituto. Asi, se plante6 la
necesidad de cumplir con un tamafio de particula
inferior a 5um. En efecto, este tamafio de gota se
requiere para asegurar el buen transporte del
producto a través de los capilares sanguineos, durante
la administracién parenteral, sin que se presente
embolia [11]. Estudios asociados a la disminucién de
tamafio de gota en emulsiones, para la creacién de
sistemas similares al producto analizado, sugieren
que se aplique energia adicional a la agitacién durante
la incorporaciéon de fases. Para ello, Abbas et al
proponen el ultrasonido [12] debido a que presenta
cavitacion, induce la rapida formacién y el colapso de
micro-burbujas en la interface de las fases continua y
dispersa. Este colapso, a su vez, produce poderosas
ondas de choque que desencadenan fuerzas de cizalla
y permiten la obtencion de gotas mas pequeiias [13].

Por otra parte, Luengas et al propusieron la puesta
en marcha de un proceso de liofilizacién como medio
para mejorar las propiedades del hemosustituto. A

través de este mecanismo, se mejora la estabilidad, la
esterilizacion, y el transporte del sustituto, debido a la
reduccion de peso [1]. La liofilizacion es un proceso de
separacién, mediante el cual se retira la fase acuosa de
una muestra, usando bajas temperaturas y presiones,
obteniendo un sélido concentrado [14]. Asimismo,
Liversidge et al, en su estudio de modificadores de
superficie a base de nanoparticulas, presentan
condiciones favorables para la liofilizacion de
compuestos similares al hemosustituto. En primer
lugar, reiteran que es de vital importancia el uso de un
modificador de superficie o una mezcla de estos.
Segundo, plantean una reduccién de tamafo de gota a
escala micro, antes de la liofilizacién y, al igual que
Abbas et al, sugieren el uso de ultrasonido para llegar
a esta condicion. Tercero, consideran la utilizacién de
crioprotectores [15] con el fin de proteger al
componente de interés del proceso de congelacidn,
mediante la disminuciéon del punto eutéctico de la
emulsiéon  [16]. Actualmente, el grupo de
Hemosustitutos de la Universidad de los Andes esta
trabajando en la adicién de crioprotectores en la
férmula y, por ende, en el presente estudio no se tuvo
en cuenta s uso.

A partir de los estudios previos, la necesidad de
mejora y desarrollo del hemosustituto, el presente
trabajo tiene por objetivo estudiar el efecto de la
lecitina sobre el proceso de liofilizacion para el
hemosustituto asi como tomar el aceite mineral como
sustancia de referencia para la liofilizacion de
emulsiones directas. Asimismo, se plantea disminuir
el tamafio de gota del liofilizado-reconstituido para el
producto final con PFOB asi como para emulsiones
directas.

II. MATERIALES Y METODOS

En esta seccibn se abordard la metodologia
utilizada para el desarrollo del proyecto. Asi, se
mostraran los métodos asociados a la preparacion, la
liofilizacién, la reconstituciéon y la caracterizacion
tanto del hemosustituto como de emulsiones directas.

1. PREPARACION
A continuacién se indica el procedimiento para la
preparacién del producto a base de PFOB asi como de
las emulsiones directas a base de agua, aceite y
modificadores de tension.



1.1. PREPARACION DEL HEMOSUSTITUTO
Para la sintesis del hemosustituto se hizo uso de la
formulacion desarrollada en la Universidad de los
Andes, siguiendo el protocolo PRO-PPH-31-02 [17].
Ademas, el protocolo mencionado previamente
incluye el uso de reactivos tales como: lecitina de
huevo, PFOB y Glicerina, entre otros.

1.2. PREPARACION DE EMULSIONES
Para la preparacion de emulsiones se utilizaron tres
tensoactivos distintos. Por unlado, Span 80® y Tween
20®, proveidos por CRODA y con HLB de 4,3 y 16,7
respectivamente [18]. Por otro lado, se hizo uso de
lecitina de huevo, agua desionizada microfiltrada y
aceite mineral grado USP.

Respecto a las condiciones de preparacion, es de
interés mencionar que se utilizé un homogenizador D-
91126 de Heidolph Instruments a 10000 rpm asi
como un microfluidizador a 18000 psi por cinco
ciclos. Esto se realizé con miras a cumplir un proceso
de incorporacion similar al del hemosustituto.

1.2.1. Emulsiones con variacién de tensoactivo
Se prepararon tres tipos de emulsiones directas aceite
en agua (0/W) al 30% (p/p) en fase dispersa, debido
a que la fase dispersa del hemosustituto es al mismo
porcentaje, siguiendo las formulaciones presentadas
en la Tabla 1.

Tabla 1. Formulacién de emulsiones

Reactivos Emul. 1 Emul. 2 Emul. 3
Agua (g) 167.9 167.9 167.9
Span 80® (g) 2.980 - 2.980
Tween 20® (g) 7.010 - 7.010
Lecitina (g) - 2.400 2.400
Aceite (g) 72.01 72.01 72.01

1.2.2. Emulsiones con variacién de lecitina
Después, se prepararon cuatro tipos de emulsiones
directas, al 30% (p/p) en fase dispersa, generando
variaciones en la cantidad de lecitina utilizada como
se indica en la Tabla 2.

Tabla 2. Formulacién de emulsiones con lecitina

Componente E1 E2 E3 E4
Agua (g) 80.63 80.63 80.63 80.63
Aceite (g) 3456 3456 3456 34.56
Span (g) 1.43 1.43 1.43 1.43
Tween (g) 3.36 3.36 3.36 3.36
Lecitina (g) 3.00 6.00 9.00 12

1.2.3. Emulsiones con variacién de fase
dispersa

Ahora bien, se fij6 la cantidad de lecitina a utilizar en
6gy se generaron variaciones en la proporcién de fase
dispersa para la preparacion de emulsiones directas.
En ese orden de ideas, se hicieron cinco emulsiones,
en un rango de 5% a 30% (p/p) de fase dispersa como
se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3.
Formulacién de emulsiones variando fase dispersa
Fase Dispersa Agua Tween Aceite Span (g)
(p/p) (2) (2) (2)
5% 138.29 4.21 5.71 1.79
10% 130.79 4.21 13.21 1.79
15% 123.29 4.21 20.71 1.79
20% 115.79 4.21 28.21 1.79
30% 100.79 4.21 43.21 1.79

2. LIOFILIZACION

Esta parte abarca el funcionamiento del proceso de
liofilizacién que se realizo tanto para el hemosustituto
como para las emulsiones directas. En ese orden de
ideas, se hizo uso de viales de 20mL y de un
liofilizador FreeZone 6 Liter Benchtop Dry System de
LABCONCO. Asi, se agregaron 1.5mlL/vial del
producto a liofilizar y se configuraron pruebas
siguiendo el protocolo de liofilizacién PRO-PPH-33-
00, detallado en la Tabla 4 [19].

Tabla 4.
Protocolo de Liofilizacién
Segmento Rampa Temperatura Presion Tiempo
[°C/min] [°C] [mBar] [h]

1 0.14 -45 — 9
2 0.01 -45 0.14 18
3 0.30 -10 0.14 3
4 0.30 17 0.14 1.7

3. RECONSTITUCION

Para el proceso de reconstituciéon se utilizaron
1.5mL de agua desionizada microfiltrada y de suero
fisiologico al 09% (p/v) como compuestos
reconstituyentes para las emulsiones directas y para
el hemosustituto, con variacién de tensoactivo,
respectivamente. Dicha etapa se realiz6 en los viales
donde se encontraban las muestras. Asimismo, se
asegur6 un tiempo de agitaciéon de 10 minutos y se
utilizaron tres vias distintas. Por un lado, se realiz6
una muestra control que se basaba en agitar
manualmente hasta observar homogenizacién. Por
otro lado, siguiendo la literatura expuesta
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previamente, se utilizé un ultrasonido Ultrasonic
2510MT de Branson durante 10 minutos a 40 kHz.
Ademas, como método adicional, se agitd con un
vortex Multi Vortex Genie Shaker de Cole-Parmer a
dos velocidades distintas: 200 rpm y 300 rpm. Esto se
propuso ya que el vortex es un agitador cominmente
utilizado que genera un movimiento controlado,
continuo y que permite mezclar el reconstituido
mientras se genera una variacién de la energia
aplicada al sistema.

Cabe resaltar que para el hemosustituto se
realizaron los tres métodos de reconstitucion
propuestos previamente. Sin embargo, para las
emulsiones con variacion de tensoactivo solo se
utiliz6 el método del Vortex con una velocidad fija de
300 rpm.

4. CARACTERIZACION

Esta etapa se dividié en tres pruebas diferentes. Se
realizaron medidas de tamafio de particula haciendo
uso de un Master Sizer 3000 de Malvern ®, se busco
confirmar la presencia de aceite a partir de
espectroscopia de infrarrojo cercano (NIR) en un
SmartProbe™ Analyzer 5000 de FOSS y se generd un
analisis cualitativo de las muestras.

4.1. Tamario de Particula

Después de que todas las muestras estaban
homogeneizadas se midi6 el tamafio de gota. El equipo
encargado de esto emite un haz de laser a través de la
muestra, y mide la variacidon angular en la intensidad
de laluz, para determinar el tamafio de particula [20].
Para efectos de este proyecto, el tamafio de particula
se evalud6 para el hemosustituto y para las emulsiones
directas con variacion de tensoactivo de la tabla 1.
Estas mediciones se hicieron con una potencia de 70%
y una velocidad de 2000 rpm para que la obscuracion
llegara al 11% aproximadamente, y asi obtener
resultados confiables. Ademas, las medidas de tamafio
de particula para el hemosustituto se realizaban
después de liofilizar-reconstituir mientras que para
las emulsiones directas se media antes y después de
este paso. Las emulsiones de las tablas 2 y 3 se
utilizaron con fines distintos al de estudiar el tamafio
de particula.

4.2. Presencia de aceite

Se caracterizaron el aceite mineral, el agua
desionizada microfiltrada y las emulsiones
preparadas, con espectroscopia de infrarrojo cercano
(NIR). Para esto, se generaron curvas caracteristicas
de cada componente haciendo un barrido de longitud
de onda desde 1000nm hasta 2500nm y midiendo la
absorbancia obtenida en cada caso.

4.3. Andlisis cualitativo de muestras

Con el fin de identificar las emulsiones mas
adecuadas para caracterizarlas en los equipos
previamente mencionados, se realiz6 un analisis
cualitativo de los sistemas expuestos en las tablas 2 y
3. Asi, después de liofilizar las muestras, se buscé
identificar el encapsulamiento a partir de la
observaciéon de compuesto s6lido en cada vial. En ese
orden de ideas, se observaron las muestras para asi
definir la cantidad idénea de lecitina y de fase
dispersa en las muestras en funciéon de qué tanto
liquido y qué tanto sélido se generaba en cada vial.

Cabe resaltar que, en relacion al desarrollo de las
pruebas a lo largo del proyecto, primero se llevé a
cabo todo lo asociado al hemosustituto lo cual incluia
su preparacion, liofilizacién, la reconstitucion con los
tres métodos planteados previamente y su
caracterizacion. Segundo, se modifico el proyecto de
manera que se trabajé con las emulsiones directas
para comparar el comportamiento que se observara
con el producto de interés. Asi, se hizo, en primera
instancia, una seleccibn de la combinacién de
surfactantes mas indicada para que hubiera similitud
con el sustituto, pasando por liofilizacién y por
reconstitucion con vortex. En segunda instancia, se
plante6 la variacién de lecitina en la formulacién de
emulsiones directas y se liofilizé dicho sistema.
Finalmente, se gener6 variacién en la concentracion
de fase dispersa de emulsiones directas y se liofilizo.
Ademas, se realizaron réplicas de todos los
experimentos exceptuando lo relacionado al
hemosustituto, debido a la disponibilidad del
reactivo. Las réplicas se hicieron preparando el doble
de emulsiones y liofilizandolas al mismo tiempo.



II1. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion se muestra cada uno de los
resultados de la experimentacién anteriormente
descrita. Asi, se plantea todo lo asociado a la
caracterizacion de las muestras donde se evalua el
tamafio de particula, la presencia de aceite y se
analizan cualitativamente las muestras.

En primer lugar, en relacion al hemosustituto, se
observo que se obtuvo un liofilizado blanco, en forma
de tableta, totalmente seco y sin ninguna parte
liquida. Ahora bien, después de los tres procesos de
reconstitucion se midié el tamafio de particula y se
obtuvieron los valores reportados en la tabla 5.

Tabla 5.
Tamafio de gota del hemosustituto reconstituido

Tipo de reconstitucion Dv90 [pm]
Agitacion manual 9.381
Vortex 200 rpm 0.203
Vortex 300 rpm 0.199
Ultrasonido 40 kHz 0.194

De esto, es posible afirmar que se consiguié una
disminucion del tamafio de particula tanto con el
Vortex como con el Ultrasonido. El tamafio de la
muestra control es de 9.381um, mientras que las
muestras que se reconstituyeron por medio de Vortex
y Ultrasonido tienen un tamafo de aproximadamente
0.2um. De aqui, se presenta la posibilidad de que éste
sea un buen protocolo de reconstituciéon debido a que
se logré un tamafio de gota que permite que la
solucion sea administrada parenteralmente sin
generar problemas para la salud. Ademas, es posible
afirmar que no hay diferencia significativa entre
utilizar el Vortex a 300 rpm y el ultrasonido ya que la
variaciéon entre tamafios de particula es de,
aproximadamente, 0.0lum. No obstante, los
resultados generan un cuestionamiento importante
que se aplica sobre la presencia del PFOB en el
liofilizado. En efecto, se sabe que al liofilizar el PFOB
puro hay una sublimacién total de compuesto por lo
que se debe considerar si la lecitina de huevo si esta
cumpliendo el rol de encapsulamiento o si el
compuesto se difunde durante el proceso de
liofilizacion. Se debe considerar que hay evidencia que
da cuenta de la eficacia de la lecitina para el
encapsulamiento de aceites. De este modo, Moreno et
al demostraron que un tipo de aceite, el antimicético
Anfotericina B, fue exitosamente encapsulado y
liofilizado en un sistema de agua destilada, Tween

80® y lecitina de soya. Asi, generaron un tamafio de
gota de 0.048um y se cercioraron de la presencia de
su compuesto de interés haciendo pruebas
antibidticas sobre ratones enfermos que tuvieron un
resultado exitoso [21]. Este estudio permite
considerar que hay una gran probabilidad de que
exista PFOB encapsulado en el hemosustituto
liofilizado reconstituido e indica que el tamafio de
gota obtenido después de utilizar el vortex y el
ultrasonido es coherente, debido al proceso previo de
microfluidizacién. Si bien esto es un buen indicio
sobre la presencia de PFOB en el producto, es
necesario verificar de otra manera que éste si se
encuentra en la muestra liofilizada reconstituida.

En ese orden de ideas, se propone la alternativa de
realizar el proceso con emulsiones directas y asi
evaluar la presencia de aceite mineral después de
liofilizar y reconstituir el compuesto. Asi, en caso de
identificar presencia de aceite mineral después de
pasar las emulsiones por el mismo proceso que el
hemosustituto, entonces es posible comparar dicho
compuesto con el PFOB. Con el fin de obtener una
emulsién similar al hemosustituto, se realizaron
pruebas de formulacion de las emulsiones. De esta
manera, se generaron variaciones en los surfactantes
utilizados como se mostroé en la tabla 1.

Imagen 1. Resultados de la liofilizacion de las tres
formulaciones con aceite mineral.

En la Imagen 1 se presentan las muestras después
de la liofilizacion, el registro fotografico permite
realizar un andlisis cualitativo de las muestras. Asi, se
observa que ninguna de las emulsiones se secd por
completo y que la que presenta mayor
encapsulamiento es aquella con lecitina, Tween 20 ®
y Span 80 ®. Ademas, se identifica que el aceite
mineral no encapsulado se mantuvo liquido y no se
sublimd, como lo hace el PFOB, por lo que es evidente
que este va a estar presente en el reconstituido. Por lo



tanto, se determina que la combinacién de
tensoactivos mencionada previamente es la mas
indicada para la comparacion entre emulsiones
directas y el hemosustituto.

Paralelamente, se realizaron pruebas de NIR para
corroborar la presencia de aceite mineral en las
emulsiones liofilizadas reconstituidas. Asi, se hallaron
las curvas caracteristicas de los componentes
principales de las emulsiones en el NIR, mostradas en
la grafica 1. Se considera que la curva caracteristica
del agua destilada es el aumento que se da entre los
1250 y los 1450nm y que la del aceite mineral es el
pico en forma de “M” entre las longitudes de onda
1650 y 1850nm.

Curvas caracteristicas de los componentes principales

2.0

15

Absorbancia {%)
=
o

1050.0 1550.0 2050.0 2550.0
Longitud de onda (nm)

——Agua ——Aceite mineral

Grafical. Curvas del NIR para los componentes puros

A partir, de estos comportamientos se pueden
analizar los resultados en la graficas 2 y 3, donde se
presentan las curvas de las muestras antes y después
de liofilizar respectivamente. En la primera, se
evidencia el aumento caracteristico del agua en todas
las emulsiones y se mantienen en una absorbancia de
2% al igual que la curva del agua pura, a excepcion de
la emulsién dos, probablemente ya que ésta no posee
ningln surfactante, inicamente la lecitina. Asimismo,
todas presentan la “M” caracteristica del aceite
mineral, los cuales son resultados totalmente
esperados debido a que la emulsién no ha sufrido
ningun proceso diferente al de su preparacion.

Curvas de muestras antes de liofilizar
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Grafica2. Curvas del NIR de las muestras antes de liofilizar

Después del proceso de liofilizacion las curvas
varian bastante y aiin mas en el pico caracteristico del
agua. Lo anterior, es posible que se deba a que cierta
cantidad de surfactante se haya sublimado durante el
proceso de liofilizacién. Aunque de igual forma todas
las curvas presentan los picos caracteristicos a menor
absorbancia, lo que permite pensar que el aceite no se
sublimé.

Curvas de muestras despues de liofilizar
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Grafica 3. Curvas del NIR de las muestras después de liofilizar

Posteriormente, se procedio a la caracterizacion de
las emulsiones directas por el tamafio de gota. Asi, es
posible observar los resultados antes y después de
liofilizar, expuestos en la Tabla 6. A partir de éstos, se
evidencia que los tamafios de gota de las emulsiones
no se mantienen como si se observd en el
hemosustituto. Esto se debe a que el liofilizado no
termindé completamente seco y tenia presencia de
aceite, por lo que es coherente que haya gotas grandes
en la emulsion ya que, al no estar encapsulado, no se
va a disminuir el tamafio de gota de éstas con la
energia que les proporciona un vortex.



Tabla 6.
Tamafio de gota de emulsiones directas

Dv90 [um]
Después de
I\/{wuestrfa / Antes de liofilizacion liofilizacion y
amarfio Y.
reconstitucion
Réplical Réplica2 Réplical Réplica2
Emul. 1 0.204 0.204 18.3 27.3
Emul. 2 0.685 0.681 104 141
Emul. 3 0.199 0.155 3.35 18.4

Siendo asi, se procedi6 de dos maneras distintas. Por
un lado, se vari6 la proporciéon de lecitina en las
emulsiones directas de 3g a 12g. Por otro lado, se
vari6 la proporciéon de aceite mineral en las
emulsiones de 5% a 30% (p/p). Para el primer caso,
se obtuvo el registro fotografico de la imagen 2
mientras que el segundo caso esta asociado a la
Imagen 3.

Imagen 2. Resultados de la liofilizacién variando la cantidad de
Lecitina de 3ga 12g

En este caso se obtiene un resultado similar a la
primera liofilizacién de la emulsion general. Lo que se
observa en la imagen son viales que presentan una
parte solida blanca y una parte liquida transparente
que es aceite mineral, segin su apariencia. Respecto
al registro fotografico, y a la dosis de aceite
encapsulado, segun la porcién blanca de cada vial, se
definié que la mejor cantidad de lecitina a utilizar era
de 6g. Esta muestra, caracterizada con el namero “6”
en la imagen, proporcion6 la liofilizacion con el
compuesto mas seco, y, por consecuente, con el mejor
encapsulamiento de aceite mineral por parte de la
lecitina.

Después, fijando la cantidad de lecitina en 6g se
generaron los resultados de la imagen 3. De este
grupo de emulsiones se observa que las muestras que
se encuentran alrededor de 30% (p/p) en fase
dispersa, ilustradas con los nimeros “25” y “30”,
presentan un mejor encapsulamiento que aquellas
que poseen menor contenido de aceite mineral. De
igual manera, se puede apreciar que todas las

muestras contienen aceite liquido, no encapsulado.
Por lo tanto, al comparar el efecto de la lecitina sobre
las emulsiones, respecto al hemosustituto, se debe
considerar la posibilidad de que esté ocurriendo el
mismo fenémeno de encapsulamiento poco eficaz del
PFOB.
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Imagen 3. Resultados de la liofilizacion variando la cantidad de
aceite mineral

Es entonces que se considera que las emulsiones con
concentraciones menores al 20%, catalogadas con los
numeros “15”, “10” y “5”, presentan una baja
proteccibn a las condiciones del proceso de
liofilizacion. En otras palabras, se plantea que las
concentraciones de fase dispersa inferiores a 20%
(p/p) presentan menor estabilidad que las de
concentraciones superiores. Por lo tanto, es de
suponer que, durante el tiempo que tarda en darse el
proceso de liofilizacién, 30 horas aproximadamente,
las emulsiones de mas baja concentracién sufren una
separacién de fases y se genera sublimacion de la fase
acuosa. La suposicién anterior se da debido a que las
muestras que estan totalmente liquidas presentan un
color amarillento caracteristico del Span 80®.
Ademas, a menores concentraciones de fase dispersa
en las emulsiones, el color amarillento es mas
brillante.

IV. CONCLUSIONES

Para concluir, se puede decir que la comparacion
realizada con emulsiones directas indica que la
lecitina no esta en capacidad de encapsular aceite
mineral en emulsiones sometidas a un proceso de
liofilizacion. Sin embargo, es viable afirmar que la
lecitina esta cumpliendo con el trabajo de proteger el
PFOB durante el proceso de liofilizaciéon y que el uso
de aceite mineral como sustancia de referencia puede
descartarse. Por ende, alin es posible suponer que el
hemosustituto si contiene el compuesto de interés.



En cuanto al protocolo de reconstitucion, se considera
que este se llevd a cabo satisfactoriamente debido a
que se redujo el tamafio de gota considerablemente
respecto a la muestra control. Sin embargo, la
comparacion realizada con emulsiones directas indica
que se requiere generar un sistema mas afin al
hemosustituto que produzca un liofilizado sin residuo
de aceite para asi poder evaluar el tamafio de
particula y hacer una comparacién confiable.

Ademas, se recomienda realizar una caracterizacion
del PFOB para hacer estudios comparativos con
aceites mas afines al sistema de interés para tomar
como referencia frente a las emulsiones directas.
También, se plantea llevar a cabo pruebas de dialisis
en animales para corroborar que la presencia de PFOB
en el liofilizado reconstituido es suficiente y que lo
que se sublima durante el proceso no tiene un impacto
significativo sobre el producto final.
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