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RESUMEN

La dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), comuUnmente conocida como lecitina, es una
molécula ampliamente utilizada para estudiar el efecto de los lipidos en el proceso de
biomineralizacién, debido a que constituye uno de los fosfolipidos mas abundantes en la
membrana celular. En este sentido, al evaluar su efecto en la cristalizacién del CaCO; se
ha determinado que no solo es capaz de actuar como plantilla para la cristalizacién, sino
también, que puede modificar la morfologia de los cristales obtenidos.

En el presente estudio se utilizé el método de difusién de gases para evaluar el efecto de
cuatro soluciones de lecitina de diferentes concentraciones, en la cristalizaciéon del
CaCOgin vitro, con el objetivo de analizar la importancia de la disposicion espacial de las
micelas de lecitina en la nucleacién de los cristales de CaCOs;. Los resultados fueron
analizados mediante SEM y una espectroscopia Raman, a través de los cuales se pudo
establecer la presencia de dos polimorfos de CaCO; denominados calcita y vaterita.
Asimismo, se observaron abundantes alteraciones en la superficie de ambos polimorfos
dependiendo de la concentracion de lecitina utilizada, lo cual permitié concluir que el tipo
de micela, ya sea tradicional o inversa, Yy su disposicion espacial, no sélo pueden
modificar la morfologia de los cristales de CaCO; obtenidos, sino también, que son
capaces de determinar la formacion de los distintos polimorfos observados, aspecto que

refleja la presencia de nucleacion de cristales a nivel intramicelar e intermicelar.

Palabras clave: Biomineralizacién, Carbonato de Calcio, Lecitina, Micelas.



ABSTRACT

Dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), commonly known as lecithin, is a molecule very
used to study the effect of lipids in the biomineralization process because is one of the
most abundant phospholipid in the cell membrane.

To evaluate the effect of lecithin in the crystallization of CaCOs;, it has been determined
that is capable of acting as a template for the crystallization, and also may change the
morphology of crystals obtained.

In the present study, gas diffusion method was used to evaluate the effect of four lecithin
solutions in the crystallization of CaCOg3 in vitro, in order to analyze the importance of the
lecithin micelles spatial arrangement in the CaCOj; crystals growth. The results were
analyzed by SEM and Raman spectrum analysis, and showed two CaCO; polymorphs
called calcite and vaterite. According on the concentration of lecithin solution used,
different alterations on the crystal surface were observed, both calcite as vaterite crystals.
These results showed that type of micelle, traditional or reverse micelles, and their spatial
arrangement, can change the CaCOj; crystal morphology, and furthermore, are able to
cause the formation of vaterite or calcite, showing the presence of crystal nucleation

intermicelar or intramicelar.

Key words: Biomineralization, Calcium carbonate, Lecithin, Micelles.



INTRODUCCION

La biomineralizaciénes un proceso mediante el cual los organismos precipitan minerales
inorgadnicos en matrices organicas, formando los denominados biominerales con
morfologias y propiedades mecanicas caracteristicas. Diversos estudios han demostrado
la importancia del componente orgénico en el proceso de cristalizacion, en relacion a la
gran influencia que tienen las diferentes macromoléculas organicas sobre la estructura de
la superficie, morfologia y configuracion geométrica de los cristales formados (Hutchens et
al., 2006).

En la actualidad, se han descrito diversas superficies organicas que sirven de modelo
para estudiar los fenbmenos de biomineralizacion, dentro de los cuales las peliculas de
Langmuir-Blodgett y monocapas auto ensambladas han sido de gran ayuda para estudiar

el efecto de los lipidos sobre la cristalizacién (Szcze's, 2013).

Considerando que fosfolipidos como la dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), mas conocida
como lecitina, constituyen los componentes principales de la membrana celular, la lecitina
ha servido como modelo para estudiar la influencia de este componente organico sobre la
cristalizacion del carbonato de calcio (CaCOs). En este sentido, se ha observado que las
vesiculas de lecitina pueden determinar la formacion de los polimorfos de CaCOg;, asi
como también, influir en la morfologia y propiedades de los cristales (Wan et al., 2009).
Producto de lo anterior, es que se considera que la determinacion del efecto que tiene la
lecitina sobre los procesos de cristalizacion del CaCOs;, es de gran importancia debido a
gue permite comprender la influencia que tendria la membrana celular sobre los procesos

de biomineralizacion.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Los procesos de biomineralizacion han sido ampliamente estudiados debido al creciente
interés por conocer los mecanismos por los cuales ocurre la formacién de minerales
biol6gicos en la naturaleza (Yaodong et al., 2011). La presencia de este tipo de minerales,
estd ampliamente distribuida en el medio ambiente en los exoesqueletos de los insectos,
en los dientes, los huesos, las conchas de los moluscos, e incluso en procesos de origen
patoldégico, como la formacion de calculos renales o biliares en los organismos animales
(Wang et al., 2012). Uno de los sistemas de biomineralizacién, mas estudiados
corresponde a la céscara del huevo aviar debido a la naturaleza del depdésito de
minerales, la ausencia de células entremezcladas con la estructura mineralizada, y la gran

rapidez de la mineralizacién (Arias et al., 2007).

Los biominerales son compuestos de moléculas organicas y minerales que cumplen con
una variedad de funciones en diferentes organismos. La produccion de materiales
cristalinos con estructuras y propiedades parecidas a las de los biominerales es un reto
para una amplia gama de tecnologias que incluyen la formacién de nanomateriales,
productos farmacéuticos y biomateriales (Stephens et al., 2011). Entre los méas de setenta
biominerales conocidos hasta el momento, el CaCO; es una de las moléculas mas
estudiadas (Gower, 2008). En relacion a lo anterior, se describe que es una molécula que
cumple un rol importante en el ciclo del carbono, y que a nivel estructural se encuentra
formando parte de las conchas de proteccion de los moluscos, en los corales, en el
exoesqueleto de insectos y crustaceos, marmol, piedra caliza, y como componente

principal de la cascara del huevo (Wang et al., 2012).

El CaCO; se puede presentar en seis formas estructurales distintas denominadas calcita,
aragonita, vaterita, monohidrato de carbonato de calcio (monohidroxicalcita), hexahidrato
de carbonato de calcio (hexahidrocalcita) y carbonato de calcio amorfo (CCA) (Loste et
al., 2003). Estos polimorfos al precipitar pueden modificar su morfologia, y en estudios
realizados in vitro se ha observado que los principales factores condicionantes de las
morfologias obtenidas corresponden a la temperatura, pH de la solucion, concentracién
de los reactantes y/o aditivos, entre otros (Al-Rawajfeh, 2008). Cabe destacar que de
todos estos polimorfos, la vaterita es la forma cristalina mas inestable, mientras que la
calcita es la mas estable a temperatura ambiente y presion atmosférica (Bauerlein, 2003;
Zhou et al., 2010).



Como se menciond, en la naturaleza los organismos fabrican monocristales inorganicos
con inclusiones de proteinas, lipidos y polisacaridos, generando biominerales con ciertas
propiedades macroscoépicas y microscopicas (Li y Stroff, 2009). Considerando este punto,
y tomando en cuenta que el ambiente biolégico donde se forman los biominerales est4 en
constante contacto con diferentes tipos celulares, se han desarrollado diferentes estudios
acerca de la influencia de los fosfolipidos en el crecimiento y morfologia de los cristales
(Wan et al., 2009). En este sentido, un aspecto interesante de estudiar en los procesos de
biomineralizacion dice relacion con los mecanismos de reconocimiento molecular que
existen en la interfaz organico-inorganico durante la cristalizacién, lo cual se atribuye a
interacciones electrostaticas, estereoquimica y combinaciones geométricas (Pal et al.,
2010).

La dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), es un fosfolipido que se caracteriza por tener un
grupo colina positivo y un grupo fosfato negativo. La forma sintética de esta molécula se
denomina lecitina, y es la molecula que se utiliza cominmente para los estudios de
cristalizacién in vitro. Al disponer la lecitina en un medio soluble forma micelas, en donde
los grupos hidrofobicos se disponen hacia el interior, mientras que los grupos fosfatidil
hidrofilicos se ordenan hacia el exterior. En relacion a este punto, estudios anteriores
muestran que cuando el medio soluble contiene iones de Calcio (Ca*®), se produce una
interaccion entre estos iones y la superficie de las vesiculas lipidicas, lo cual constituye la
base para la nucleacion de cristales de CaCO; a nivel intermicelar (Szcze's, 2013).
Asimismo, se determind que los liposomas de DPPC son capaces de modificar la
nucleacién y cristalizacién del CaCOs, siempre y cuando no exista presencia de colesterol
en el liposoma, otro elemento ampliamente presente en las membranas lipidicas (Lee y
Guo Chen, 2009).

En esta misma linea de investigacién, en un estudio realizado por Kim et al.,2011, se
observé la presencia de micelas en cristales individuales de calcita. Al realizar un analisis
de las secciones transversales de los cristales a través de la fractura de los mismos, fue
posible observar una inclusion altamente eficiente de las micelas con el cristal de calcita,
en donde las micelas representaron hasta un 13% del peso y un 29% del volumen total
del cristal. También se describe que las micelas son capaces de generar un cambio en la
estructura del cristal en el cual se incorporan, lo cual proporciona un modelo Unico para la
comprension de la biomineralizacién, gracias a esto es posible conocer el mecanismo por

el cual las macromoléculas pueden incorporarse dentro de cristales individuales, y
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ademas la relacion que existe entre las propiedades mecanicas macroscépicas de un

cristal y su estructura microscépica (Metzler et al., 2010).

En otro estudio realizado por Wan et al., 2009, se trabajo con liposomas de lecitina
multilaminar como plantilla organica para modificar el crecimiento de los cristales de
CaCO:s. Los resultados mostraron que los iones de calcio eran atraidos por los liposomas
de lecitina cargados negativamente hasta incluso cambiar la carga del liposoma de
negativo a positivo, lo que refleja la fuerte interaccion entre los liposomas de lecitina y los
iones de calcio. Adicionalmente, se determind que la superficie del liposoma de lecitina
actuaria como superficie para la precipitacion y cristalizacion de polimorfos de CaCO; los
que en este caso correspondieron a vaterita y calcita. Cabe destacar que la vaterita es un
polimorfo de CaCO3; muy inestable, que en solucién acuosa posee una gran capacidad de
disolucién pudiendo transformarse en calcita estable facilmente. Por este motivo, es que
dada la presencia de ambos polimorfos en los resultados observados se concluyé que los
liposomas podrian inducir la formacion de vaterita, y al mismo tiempo retardar la
transformacion de vaterita a calcita, generando evidencia clara acerca de la influencia de

los fosfolipidos en los procesos de biomineralizacion.

Pese a los diversos estudios existentes respecto a este tema, no existe evidencia sobre la
forma en como la disposicion espacial de las micelas de lecitina influye en la cristalizacion
de CaCOs, ni tampoco sobre los factores que determinarian las caracteristicas de estas
micelas. En el presente estudio se utiliza el método de difusién de gases para determinar
el efecto que tiene el uso de distintas soluciones de lecitina en el proceso de
cristalizacion, con el fin de determinar la importancia de la disposicion espacial de las
micelas de cada una de estas soluciones, al actuar como matriz para de nucleacion de

cristales de CaCOj; in vitro.

11



HIPOTESIS

La disposicion espacial de las micelas de lecitina afecta la cristalizacion del CaCOs,
alterando la morfologia de los cristales obtenidos.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la lecitina sobre la cristalizacion de CaCOs in vitro.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el tamafio y los polimorfos de los cristales de CaCO; obtenidos.

2. Comparar morfolégicamente los cristales obtenidos en presencia y en ausencia de la

molécula de lecitina.
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MATERIALES Y METODO

En los ensayos de cristalizacion in vitro se utilizé el método de difusion de gases para
determinar el efecto de la lecitina sobre el crecimiento de los cristales de CaCO;. Para

esto se utilizo el siguiente modelo experimental:

e e T e
— I

Micropocillos con CaCl,

(NH4)2,HCO3 n > CO, @t 2NH3(g) + H,O @)

2NH3 @t CO, @t CaCl, mt H,O (@) m——> CaCO3; (s) +2(NH4C|) )

Figura 1. Camara experimental. El bicarbonato de amonio ((NH4)2HCO3) depositado en el recipiente cilindrico
se descompone en amoniaco (NH3) y didxido de carbono (CO,) creando una atmosfera en la cual este Gltimo
interacciona con elcloruro de Calcio (CaCl,) presente en los micropocillos para formar carbonato de calcio
(CaCOs).

Este disefio consiste en una camara cubierta compuesta de una placa Petri de vidrio de
85 mm de diametro, con un orificio central en su base que la comunica con un recipiente
cilindrico de vidrio de 50 mm de diametro y 30 mm de altura. La base de la placa fue
dividida en diez sectores circulares iguales donde se colocaron los micropocillos de
poliestireno (Hampton Res., Laguna Niguel, CA). En cada uno de los micropocillos se
depositaron 35 pl de una solucibn de CaCl, y lecitina de soya, en diferentes

concentraciones.

Para la preparacion de la solucion CaCl, 200 mM se diluyeron 294 mg de CacCl,
dihidratado (CaCl,*2H,0) en 10 ml de TRIS 0,2 M a pH 9.

13



Paralelamente se preparé una soluciébn de (NH;)HCO3; 20 mM diluyendo 19 mg de

(NH4)HCOzen 10 ml de agua desionizada.

Adicionalmente se prepararon cuatro soluciones de lecitina de soya con las

concentraciones y cantidades que se indican a continuacion:

1. 10 ml de solucién de lecitina de soya en concentracion de 1,6 mg/ml
2. 10 ml de solucién de lecitina de soya en concentracion de 10 mg/ml
3. 10 ml de solucion de lecitina de soya en concentracién de 150 mg/ml

4. 10 ml de solucion de lecitina de soya en concentracion de 300 mg/ml

Todas las soluciones fueron preparadas con lecitina de soya marca Vital Nature®, y
disueltas en agua desionizada. Para lograr una adecuada emulsion, las soluciones fueron
sonicadas por 20 minutos en modo continuo, al 10% de amplitud, utilizando un equipo

Branson Digital Sonifier, Merck.

Para la preparacion de los micropocillos se utilizaron las soluciones de CaCl, y lecitina.
Para cada micropocillo se utiliz6 una combinacion especifica de ambas soluciones,
usando un tubo Eppendorf en donde se depositaron 100 pl de la solucién de TRIS/CaCl, y

diferentes concentraciones de lecitina como se detalla a continuacion:

Solucién 0: Control. 35 pl de CaCl, 0.2M

Solucién 1: 1 ul de solucién de 1,6 mg/ml de lecitina en 100 pl de CacCl, 0.2M
Solucién 2: 5 pl de solucién de 1,6 mg/ml de lecitina en 100 pl de CaCl, 0.2M
Solucién 3: 10 pl de solucion de 1,6 mg/ml de lecitina en 100 pl de CaCl, 0.2M
Solucién 4: 1 ul de solucién de 10 mg/ml de lecitina en 100 pl de CaCl, 0.2M
Solucién 5: 5 pl de solucion de 10 mg/ml de lecitina en 100 pl de CaCl, 0.2M
Solucién 6: 10 ul de solucién de 10 mg/ml de lecitina en 100 ul de CaCl, 0.2M
Solucién 7: 1 pl de solucion de 150 mg/ml de lecitina en 100 pl de CaCl, 0.2M
Solucién 8: 5 pl de solucion de 150 mg/ml de lecitina en 100 pl de CaCl, 0.2M
Solucién 9: 10 pl de solucion de 150 mg/ml de lecitina en 100 pl de CaCl, 0.2M
Solucién 10: 1 pl de solucion de 300 mg/ml de lecitina en 100 pl de CaCl, 0.2M
Solucién 11: 5 pl de solucion de 300 mg/ml de lecitina en 100 pl de CaCl, 0.2M
Solucién 12: 10 pl de solucion de 300 mg/ml de lecitina en 100 pl de CaCl, 0.2M

14



En la siguiente tabla se muestra la cantidad neta de lecitina expresada en g presente en
cada solucion preparada, y desde la cual se extrajeron 35 pul para ser depositados en cada

micropocillo.

Tabla 1. Concentracion neta de lecitina de cada solucion.

SOLUCION Mg DE LECITINA EN NUMERO DE pg DE LECITINA EN
CADA SOLUCION MICROPOCILLO CADA
MICROPOCILLO
(ug/35uL de solucion)
0 0 MO 0
1 1.6 M1 0,56
2 8 M2 2,8
3 16 M3 5,6
4 10 M4 3,5
5 50 M5 17,5
6 100 M6 35
7 150 M7 52,5
8 750 M8 262,5
9 1500 M9 525
10 300 M10 105
11 1500 M11 525
12 3000 M12 1050

Posteriormente se depositaron 3 ml de la solucion de (NH4HCO; en el recipiente

cilindrico que forma parte de la placa.

Para finalizar, la placa se cubrié con una tapa de vidrio, se sell6 con un parafilm y se dejo

reposar por 24 horas a temperatura ambiente.

Transcurridas 24 horas, se realizaron distintos lavados de cada micropocillo, utilizando las
siguientes soluciones con su respectivo orden: dos lavados con agua destilada, dos
lavados con alcohol etilico al 50%, dos lavados con alcohol etilico al 80%, dos lavados

con alcohol etilico al 100% y dos lavados con hipoclorito de sodio al 5%.

Luego, cada pocillo fue sombreado con oro utilizando un equipo sombreador Electron

microscopy sciences EMS-550 (Automated sputter coated). Las preparaciones fueron

15



observadas mediante microscopia electronica de barrido (SEM) con un microscopio
modelo TESLA BS-343A, usando un voltaje de 15 kV.

Con el objetivo de determinar la forma y el tamafo de los cristales de CaCO;. Para esto,
una vez colocada la preparacién dentro del microscopio, se ubicé el centro del
micropocillo usando el aumento menor (67x). Luego, se fue subiendo paulatinamente el
aumento hasta llegar a 670x, 1700x y/o 3300x. Para evaluar el tamafio de los cristales, se
midié el eje mayor de cada cristal con la herramienta presente en el computador del
microscopio electrénico para este fin. Para sacar el tamafio promedio de los cristales de
cada preparacion, se tomaron aleatoriamente cinco cristales del total de cristales
presentes en el campo y se consideraron cuatro campos distintos por cada micropocillo,
obteniéndose un total de veinte mediciones de tamafio de cristal para cada tipo de

solucion.

Los valores obtenidos fueron analizados estadisticamente para obtener los valores

promedio y desviacion estandar de cada preparacion.

Paralelamente con la toma de fotografias, se realizé una espectroscopia Raman utilizando
un equipo DeltaNu modelo Advantage Systems, para determinar los polimorfos presentes

en las preparaciones.
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RESULTADOS
Para determinar el polimorfo de CaCO; presente en las preparaciones se utilizd
espectroscopia Raman, y para su analisis se tomaron como referencia los espectros

estdndar de Raman para calcita, vaterita y aragonita descritos por Wehrmeister et al., el

20009.
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Figura 2. Espectros estandar de Raman. La figura muestra los espectros estdndar de Raman para calcita,

vaterita y aragonita de la base de datos del Departamento de Geociencias de la Universidad de Johannes

Gutenberg, Mainz (Wehrmeister et al.,2009).
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Para comenzar el andlisis, se midi6 el espectro de Raman para un micropocillo de
poliestireno limpio, sin ninguna solucion ni cristal. Asimismo, se analiz6 una muestra de
CaCO; comercial Merck®. Posteriormente, se realiz6 el mismo procedimiento con un
micropocillo control (micropocillo MO) y un micropocillo con una alta concentracion de

lecitina (micropocillo M10). Los resultados obtenidos son los siguientes:

g
Estandar
- poliestireno
— E —
z =% 4o
& g 2 E E
2T = o’ g
I Toomog
"rl\. J FUAN -
1 1 1 1 1 | 1 | 1
5
R Micropocillo MO
= - ’E -
= E I} E -
8 z s - 2 :
2 - R " B 8
E| = ‘ = | 2
| | |
1 1 1 1 1 | 1 | 1
- L E : :
- £ E o @ Micropocillo M10
T E i s " T |8
u A m = ] -
g H o
= 3 '
JULLJ [
1 1 1 1 1 | 1 | 1
200 00 100D 1400
Raman Shift (cm-1)

Figura 3. Espectros de Raman para un micropocillo de poliestireno, un micropocillo MO y un micropocillo M10.
Los espectros fueron obtenidos usando un laser de 785 nm en un equipo DeltaNu modelo Advantage
Systems, propiedad del laboratorio CIMAT. Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias. Universidad de
Chile.

Como se observa en la figura 3, el espectro de Raman del micropocillo MO coincide con el
estandar descrito por Wehrmeister et al., el 2009 para los cristales de calcita, en donde se
observan peak a los 155, 281, 711, 1085 y 1435 cm™. Por otro lado, el espectro del

micropocillo M10 también coincide con el estandar de los cristales de vaterita, no
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obstante, en ambos casos, si bien coincide la ubicacion de los peak observados, la
intensidad del espectro de las preparaciones de este estudio es considerablemente mas
baja que la del estdndar descrito. Por este motivo, para determinar si la intensidad
observada en las preparaciones de este estudio tenia relacibn con la cantidad de
cristales presentes en el micropocillo, se analizé el espectro de una preparacion de
CaCO; comercial (Merck®), y se utilizaron distintas cantidades para evaluar el efecto de
esta variable en el espectro de Raman observado.

Estandar poliestireno

~ 1181 emed
1322 em-1
1440 em-1

g

B % 792 ¢em-1

Espectro CaCOs;
Merck®

1085¢m-1
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7i0em-l

-

Raman Shift {cm-1)

Figura 4. Espectros de Raman para distintas cantidades de CaCO3 comercial. Los espectros fueron obtenidos
usando un laser de 785 nm en un equipo DeltaNu modelo Advantage Systems, propiedad del laboratorio

CIMAT. Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias. Universidad de Chile.
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Como se observa en la figura 4, el espectro de Raman para la formulacion de CaCO;
Merck® coincide con el estdndar descrito por Wehrmeister et al., el 2009, para los
cristales de calcita. Al evaluar distintas cantidades de este CaCO; se determind que al
utilizar una baja cantidad de muestra, el espectro de Raman se asemeja al espectro
observado en las preparaciones de este estudio. Asimismo, al utilizar una abundante
cantidad, el espectro se asemeja al estandar del CaCO; Merck®. El aumento de
intensidad en el espectro del CaCO; comercial después de agregar una mayor cantidad
al micropocillo, da cuenta de la influencia que tiene la cantidad de cristal analizado en

este método de andlisis.

Una vez que se determiné la presencia de calcita y vaterita en las preparaciones, se

procedié a analizar la morfologia de los cristales de CaCO; mediante SEM.

En el micropocillo MO se observaron sélo cristales de calcita, a diferencia de lo que ocurrié
en las preparaciones M1, M2, M3, M4, M5 y M6 donde se observé calcita y vaterita, o en
M7, M8, M9, M10, M11 y M12 donde s6lo hubo presencia de vaterita. Cabe destacar que
en los micropocillos M1 a M6, la proporcién de vaterita fue aumentando conforme se
incrementd la concentracién de lecitina, y al mismo tiempo la proporcién de calcita fue

disminuyendo.

Figura 5. Fotografias de los cristales obtenidos mediante SEM. Las fotografias corresponden a los distintos
polimorfos de CaCOs de los micropocillos MO, M1, M3, M5, M7, M10, M11 y M12.
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En relacion a la morfologia de los cristales, en MO se observo cristales de calcita aislados,
en abundante cantidad, con caras lisas y simétricas, de un tamafio promedio de 20 um

aproximadamente, y muy uniformes entre si. No se observaron cristales de vaterita.

Figura 6. Cristales de calcita de un micropocillo control MO.

En las muestras de cristales formados en contacto con la solucion de lecitina, en M1 se
observaron cristales de calcita de un tamafio promedio de 30 um aproximadamente, con
modificaciones en sus caras de tipo céncavas. Los cristales de vaterita presentaron un
tamafio promedio de 30 um aproximadamente, y en su mayoria se encontraban formando
parte de aglomeraciones de cristales en donde habia un componente preponderante de
cristales de calcita y un componente menor de cristales de vaterita. Su superficie era de

aspecto laminar.

100 pm

Figura 7. Cristales de calcita y vaterita de un micropocillo M1.
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En los micropocillos M2, la proporcion de cristales de calcita fue disminuyendo en
comparacion con la de vaterita, y su tamafio se mantuvo relativamente constante en 50
um aproximadamente. También fue posible observar modificaciones en sus caras, Yy
aglomeraciones entre cristales de calcita o con agregados de vaterita, que alcanzaron
incluso los 150 um. Por otro lado, los cristales de vaterita aumentaron en proporcion
respecto a los cristales de calcita, y su tamafio aumento practicamente al doble,

alcanzado 100 um aproximadamente.

Figura 8. Cristales de calcita y vaterita de un micropocillo M2.

En los micropocillos M3, se observaron cristales de calcita de un tamafio promedio de 25
um aproximadamente, con abundantes modificaciones en su superficie, aislados o
asociados a grandes cristales de vaterita. Los cristales de vaterita son predominantes y
alcanzan un tamafio promedio de 70 um aproximadamente. Su superficie es laminar, muy

fina, y en ocasiones se observan asociaciones de dos 0 mas cristales.

Figura 9. Cristales de calcita y vaterita de un micropocillo M3.

En los micropocillos M4 se observan pequefios cristales de calcita, fragmentados,
aislados, de un tamafio promedio de 40 pm aproximadamente, con sus caras
absolutamente modificadas y de formas irregulares. Con respecto a los cristales de
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vaterita, alcanzan un tamafio de hasta 100 um aproximadamente cuando estan aislados, y

son muy abundantes.

Figura 10. Cristales de calcita y vaterita de un micropocillo M4.

En los micropocillos M5 fue posible observar un predominio marcado y sostenido de
cristales de vaterita, los cuales alcanzaron un tamafo de hasta 100 pum aproximadamente,
en forma aislada, y 200 um aproximadamente al estar aglomerados o fusionados con
otros cristales. Los cristales de calcita miden alrededor de 20 um aproximadamente
cuando estan aislados y 40 um aproximadamente cuando estan formando parte de

aglomeraciones entre cristales de calcita 0 como parte de un cristal de vaterita. Sus caras

se observaron modificadas de diversas formas.

Figura 11. Cristales de calcita y vaterita de un micropocillo M5.

En los micropocillos M6, se observaron enormes cristales de vaterita de 100 pm
aproximadamente, de superficie laminar y forma redondeada. Tambien se observaron
conglomerados de este tipo de cristales que alcanzan hasta 250 um de longitud.

Los cristales de calcita presentes son muy escasos, se encuentran aislados y miden

alrededor de 10 um aproximadamente.
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Figura 12. Cristales de vaterita de un micropocillo M6. Las dos imagenes de la derecha corresponden a un

corte longitudinal de un conglomerado de cristales y de un cristal aislado respectivamente.

En los micropocillos M7 sélo se observan cristales de vaterita, algunos aislados o
agrupados entre dos o tres cristales, con una superficie con leve porosidad, forma
redondeada y de un tamafio promedio de 100 um aproximadamente. En algunas
preparaciones también se pudo observar cristales con una superficie muy irregular y
distinta al resto de los cristales del campo, muy porosos, en su mayoria aislados, y de un
tamarfo promedio de 40 um aproximadamente.

Figura 13. Cristales de vaterita de un micropocillo M7.

En los micropocillos M8 se observan sélo cristales de vaterita, con una superficie muy
porosa y de un tamafio promedio de 80 um aproximadamente. Los cristales se observan
en su mayoria aislados, de un tamafo uniforme y redondeados. No obstante se pueden
observar algunas asociaciones de dos a tres cristales de vaterita.
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Figura 14. Cristales de vaterita de un micropocillo M8.

En los micropocillos M9 se observan sélo cristales de vaterita de superficie muy porosa y
de un tamafio promedio de 70 um aproximadamente. Los cristales se observan en su
mayoria aislados, de un tamafio uniforme y redondeados. No obstante se pueden

observar algunas asociaciones de dos a seis cristales de vaterita.

Figura 15. Cristales de vaterita de un micropocillo M9.

En los micropocillos M10 se observan sélo cristales de vaterita, aislados, muy porosos, su
superficie es muy irregular y presentan variados tamafos, que en general, no sobrepasan

los 70 um aproximadamente.

Figura 16. Cristales de vateritade un micropocillo M10.
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En los micropocillos M11 se observan soélo cristales de vaterita, aislados o en
conglomerados de diversa cantidad de cristales. La superfcie de los cristales es muy
porosa, su forma es irregular y su tamafio es variable. En promedio es de 70 pm, no
obstante es posible observar escasos cristales de alrededor de 100 pm, y otros de 30 pm.

Figura 17. Cristales de vaterita de un micropocillo M11.

En los micropocillos M12 se observan sélo cristales de vaterita, en su mayoria aislados.
La superfcie de los cristales es muy porosa, su tamafio es de 60 um en promedio, no
obstante existe una gran variabilidad tanto en tamafio como en la forma de los cristales

obtenidos.

. Figura 18. Cristales de vaterita de un micropocillo M12.

Con respecto especificamente al tamafio de los cristales de calcita y vaterita se observo
un aumento en el tamafio de los cristales de vaterita y una disminucion en el tamafio de
los cristales de calcita, conforme aumentaba la concentracion de la solucion de
CaCl,+lecitina. No obstante, esta dinamica se mantuvo sélo hasta cierta concentracion de
lecitina, puesto que en concentraciones extremas, la tendecia se inclind hacia una
disminucién en el tamafio de los cristales de vaterita.
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A continuacién se muestran los gréficos que representan el tamafio de los cristales de

calcita y vaterita, segun la concentracion de la solucién de CaCl,+lecitina, de acuerdo a

cada soluciéon madre utilizada.
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Figura 19. Tamafio de los cristales al usar la solucién de lecitina 1,6 mg/ml.

El grafico muestra el tipo y

tamafio de los cristales obtenidos en los micropocillos M1, M2 y M3, segun la concentracion de la solucién de

CaCly+lecitina, al utilizar la solucion madre de lecitina de 1,6 mg/ml. Las desviaciones estandar de los

tamafos de los cristales de calcita de los micropocillos MO, M1, M2 y M3 son 4,08, 8,87, 7,43 y 6,05

respectivamente. Las desviaciones de los cristales de vaterita de los micropocillos M1, M2 y M3 son 12,62,

8,9y 7,41 respectivamente.

Tamafio promedio de los cristales de calcita y vaterita segun cantidad de lecitina (pg)
de una solucién de lecitina de soya de concentracion 10 mg/ml
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Figura 20. Tamafo de los cristales al usar la solucién de lecitina 10 mg/ml.

El grafico muestra el tipo y

tamafio de los cristales obtenidos en los micropocillos M4, M5 y M6, segln la concentracion de la solucién de
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CaCly+lecitina, al utilizar la solucion madre de lecitina de 10 mg/ml.Las desviaciones estandar de los tamafios
de los cristales de calcita de los micropocillos M4, M5 y M6 son 7,12, 10,31 y 3,47 respectivamente. Las
desviaciones de los cristales de vaterita de los micropocillos M4, M5 y M6 son 9,36, 15,73 y 6,67

respectivamente.

Tamafo promedio de los cristales de calcitay vaterita segun cantidad de
lecitina (pg) de una solucién de lecitinade soya de concentracién 150 mg/ml
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Figura 21. Tamafo de los cristales al usar la solucién de lecitina 150 mg/ml. El grafico muestra el tipo y
tamafio de los cristales obtenidos en los micropocillos M7, M8 y M9, segun la concentracion de la solucion de
CaCly+lecitina, al utilizar la solucion madre de lecitina de 150 mg/ml. Las desviaciones estandar de los

tamafios de los cristales de vaterita de los micropocillos M7, M8 y M9 son 15,04, 7,71y 7.25 respectivamente.

Tamafio promedio de los cristales de calcita y vaterita segun cantidad de
lecitina (pg) de una solucidn de lecitina de soya de concentracion 300 mg/ml
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Figura 22. Grafico solucion de lecitina 300 mg/ml. El grafico muestra el tipo y tamafio de los cristales

obtenidos en los micropocillos M10, M11 y M12, segun la concentracion de la solucion de CacCly+lecitina, al
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utilizar la solucion madre de lecitina de 300 mg/ml. Las desviaciones estandar de los tamafios de los cristales

de vaterita de los micropocillos M10, M11 y M12 son 15,98, 22,0 y 15,31 respectivamente.

Cabe destacar que en los micropocillos con cristales formados en contacto con la solucién

de lecitina en concentracion de 150 mg/ml (M7, M8, M9), se observé una drastica

disminuciéon en la cantidad y tamafio de los cristales de calcita, asi como también un

predominio de cristales de vaterita. Asimismo, en las muestras de cristales formados en

contacto con la solucién de lecitina de 300 mg/ml (M10, M11 y M12), se observé una clara

tendencia de los cristales de vaterita a disminuir su tamafio conforme se incremento la

concentracién de la solucion. Concentraciones superiores a 52,5 pg de lecitina (M7)

parecieran influir negativamente en el tamafio de los cristales. En relacion a lo anterior, se

pudo observar que en las concentraciones mas altas, su tamafo promedio fue de 60 um,

pero con presencia de cristales de incluso 30 pm.

A continuacién se muestra el grafico que representa los tamafios de los cristales de

calcita y vaterita segun la concentracion neta de lecitina.
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Figura 23.Tamafio de los cristales segun concentracion neta de lecitina. El grafico muestra el tipo y tamafio de

los cristales obtenidos, segun la concentracién neta de lecitina presente en cada micropocillo.
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ANALISIS DE LOS RESULTADOS

Para el analisis cualitativo de los cristales obtenidos de cada solucién preparada, se
consideraron cinco mediciones de tamafo de cristal por campo, y cuatro campos por cada
micropocillo. Estos valores fueron analizados con el programa R Studio obteniéndose la

media y desviacion estandar para cada grupo.

Tabla 2. Tamafio promedio y desviacion estdndar de los cristales de vaterita y calcita

obtenidos en cada micropocillo.

MICROPOCILLO TAMANO DESVIACION TAMARO DESVIACION
PROMEDIO ESTANDAR PROMEDIO ESTANDAR
CRISTALES CRISTALES CRISTALES DE CRISTALES
CALCITA CALCITA VATERITA DE VATERITA
Mo 20 4,08 0 0
M1 29,5 8,87 32,75 12,62
M2 50 7,43 100,25 8,96
M3 24,5 6,04 71, 25 7,41
M4 39,5 7,12 100,75 9,36
M5 20,75 10,31 100 15,73
M6 10,15 3,47 100,5 6,67
M7 0 0 99,5 15,04
Mms 0 0 79 7,71
M9 0 0 70 7,25
M10 0 0 70 15,98
M11 0 0 70 22
M12 0 0 61,5 15,31

Los resultados mostraron una brusca disminucién en el tamafio y presencia de los
cristales de calcita en concentraciones superiores a 35 pl de lecitina (micropocillo M6). En
concentraciones inferiores a este valor los tamafios varian de acuerdo a cada solucion, no
obstante, la tendencia es a la disminucion tanto en tamafio como en proporcion respecto a
los cristales de vaterita. Dentro de cada solucién, los tamafios de los cristales de calcita
son bastante uniformes, con excepcion de la solucion de 17,5 ul de lecitina (micropocillo
M5), en donde existe una variabilidad mucho mayor respecto al promedio de los cristales

de ese grupo.
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Con respecto a los cristales de vaterita se observé una tendencia a aumentar el tamafio
de los cristales conforme se va aumentando la concentraciéon de lecitina hasta un méaximo
de 35 pl de lecitina (micropocillo M6). Concentraciones superiores parecieran influir
negativamente en el tamafio de los cristales. Con respecto a la homogeneidad de los
cristales dentro de cada grupo, se observdé que en concentraciones intermedias los
cristales son mucho mas homogéneos que en concentraciones extremas. Al utilizar
concentraciones mas altas, la variabilidad aumenta considerablemente, sobre todo en los

cristales obtenidos a partir de la solucion madre de 300 mg/ml.

Al analizar los dos grupos de cristales, calcita y vaterita, se obtuvieron los siguientes

resultados:

Tabla 3. Promedio, desviacién estandar y coeficiente de variacion del total de cristales de

calcita y vaterita obtenidos.

CRISTALES DE CALCITA CRISTALES DE VATERITA

‘ PROMEDIO ‘ 14,95 ‘ 73,69
‘ DESVIACION ESTANDAR ‘ 17,22 ‘ 31,39
| COEFICIENTE DE VARIACION | 115,14 | 42.6

Para los tamarios de los cristales de calcita, se obtuvo una media de 14,95 siendo el valor
minimo 0, y el valor maximo 60 um. Para los cristales de vaterita, la media fue de 73,69
considerando un valor minimo de 0 y un maximo de 120 um. La desviacion estandar
para el total de los cristales de calcita fue de 17,22 mientras que para los cristales de
vaterita fue de 31,39. Considerando la gran diferencia existente entre las medias de
ambos grupos, se calculé ademas el coeficiente de variacion, con el objetivo de analizar la
variabilidad entre los cristales de calcita y vaterita. Los valores obtenidos fueron 115,14%
para los cristales de calcita y 42,6% para los cristales de vaterita, lo que da cuenta de que
existe mayor variabilidad en los tamafios de los cristales de calcita, en comparacion a la
variacion de los cristales de vaterita. Cabe destacar que los dos coeficientes de variacion

tan altos, reflejan la enorme variabilidad que tienen los tamafios de los cristales obtenidos.
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DISCUSION

De acuerdo a las distintas soluciones utilizadas en cada micropocillo, se obtuvieron
numerosos cristales de diferentes caracteristicas. Como se menciond, dependiendo de las
condiciones de cristalizacion, el CaCO; puede formar polimorfos cristalinos de calcita,
vaterita o0 aragonita. Sabiendo que los polimorfos de vaterita y aragonita pueden ser
precursores de cristales de calcita, es que se hizo necesario determinar el tipo exacto de
cristal presente en las preparaciones obtenidas en este estudio. Para esta determinacion,
se han descrito diferentes métodos de andlisis tales como la espectroscopia infrarroja
(IR), espectroscopia Raman, calorimetria diferencial de barrido (DSC), SEM y difraccién
de rayos X (DRX), no obstante, los Unicos adecuados son la IR y espectroscopia Raman
(Agarwal y Berglund, 2003). En este caso, se utiliz espectroscopia Raman, considerando
el estdndar de Raman para calcita, vaterita y aragonita descrito por Wehrmeister et al., el
2009. Gracias a este analisis, se llegd a la conclusion de que los cristales obtenidos
correspondian a polimorfos de calcita y vaterita. Cabe destacar, que una de las
observaciones de este analisis tuvo relacion con la intensidad de espectro observado, y
su relacion con la cantidad de cristal presente en el micropocillo. En este sentido, el
aumento de intensidad en el espectro de Raman para el CaCO; comercial después de
agregar una mayor cantidad al micropocillo, da cuenta de la influencia que tiene la
cantidad de cristal analizado. Gracias a esto, se pudo concluir que las bajas intensidades
observadas en las preparaciones de este estudio, se pueden deber a que éstas contienen
una muy baja cantidad de cristal, factor que sin duda dificulta su analisis a través de este

método.

Por otro lado, los distintos polimorfos presentaron variaciones morfolégicas conforme se
fue adicionando la solucion de lecitina de soya, resultado que reafirma lo descrito por Kim
et al., 2011, donde se mencioné la fuerte interaccion que existiria entre los cristales de
CaCO; y la matriz orgénica de lecitina. De la misma forma, se comprobd que la molécula
de lecitina, no sélo actia como matriz organica para la nucleacion de los cristales, sino
también tiene gran influencia en el proceso de cristalizacion, pudiendo determinar el tipo
de polimorfo formado, y su vez, generar importantes cambios morfolégicos en los cristales

obtenidos.

El crecimiento de cristales de calcita guiado por matrices lipidicas, ha sido descrito como

un crecimiento intermicelar (Wan et al., 2009), en donde la superficie de las micelas o
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liposomas tendria una fuerte interaccién con los iones de calcio, generando ndcleos de
cristalizacion entre las micelas. Evidencia de esto corresponde a los cristales obtenidos en
presencia de una cantidad de lecitina de hasta 5,6 pug (micropocillo M3), en donde fue
posible observar cristales de calcita de tamafios uniformes, pero con diferentes grados de
modificacion en su superficie. Interesantemente, en el presente estudio ademas se obtuvo

cristales de vaterita, lo cual no es compatible con un crecimiento netamente intermicelar.

Estudios anteriores han demostrado que el crecimiento de nanoparticulas en soluciones
lipidicas, esta fuertemente influenciado por las micelas que constituyen la matriz organica
para la cristalizacion (Metzler et al., 2010). Ademas, las caracteristicas de estas micelas
dependen de la emulsion en donde estas se formen, y es asi como se ha observado que
en emulsiones con un mayor componente acuoso que lipidico existe formacion de micelas
tradicionales, es decir, con cabezas polares hacia el exterior y colas hidrofébicas hacia el
interior. No obstante, cuando la emulsibn posee un mayor componente lipidico que
acuoso, existe formacion de las denominadas micelas inversas cuyas cabezas polares se
disponen hacia el interior y las colas hidrofébicas hacia el exterior. Este tipo de micelas se
formaria para lograr un equilibrio termodinamico, y se ha observado que también
constituirian compartimentos estables que sirven de matriz para la cristalizacion (Eastoe
et al., 2007). Aunado a lo anterior, en un estudio de cristalizacién de CaCO; realizado por
Hoon Kang et al., el 2005, se determiné que en soluciones acuosas hay formacién de
micelas tradicionales y por consiguiente, hay formacion de cristales de calcita. Sin
embargo, al incrementar la cantidad del componente lipidico en la emulsion, tiende a
haber formacion de micelas inversas y con ello, nucleaciéon de cristales de vaterita dentro
de estas micelas. En el presente estudio, se obtuvo evidencia respecto a este punto, y
ademas se observé que uno de los factores determinantes en la formacion de los distintos
tipos de micelas es la concentracion de la solucién, ya que al utilizar soluciones madres
de lecitina menos concentradas (1,6 mg/ml o 10 mg/ml) hubo formacién de calcita y de
vaterita, mientras que al utilizar soluciones madres de alta concentracion (150 mg/ml o
300 mg/ml) sélo hubo formacion de vaterita. Cabe destacar que en los resultados
obtenidos, la formacién de micelas inversas y consiguiente nucleacién de vaterita,
pareciera verse favorecida a partir de las soluciones con apenas 0,56 pg de lecitina

(micropocillo M1).

Lo anterior es de gran importancia, puesto que refleja la capacidad de la emulsion de

lecitina de estabilizar la nucleacién de cristales de vaterita, los cuales son intrinsecamente
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inestables en soluciéon acuosa. Adicionalmente, se observé agregados de dos y hasta
ocho cristales de vaterita, lo cual coincide con lo mencionado por Eastoe et al., el 2007,
en donde se plantea que las micelas inversas sostienen movimientos aleatorios que
pueden facilitar el contacto entre dos o mas micelas, y que permiten la formacion de
agregados de cristales que pueden 0 no separarse durante el proceso de cristalizacion.

Con respecto a la proporcidon de los cristales, se observé que tiende a haber una
disminucién en la cantidad de cristales de calcita y un aumento en la cantidad de cristales
de vaterita, conforme se va incrementando la concentracion de lecitina. Lo anterior
concuerda con estudios anteriores, en donde se plantea que la molécula de lecitina, al
aumentar la concentracion de la solucién, produciria una desaceleracion en el proceso de
formacion de cristales de calcita (Wan et al., 2009). La formacion sostenida de cristales de
vaterita obtenida en este estudio, y su aparente estabilidad, no s6lo demuestra que la
lecitina puede desacelerar la formacion de cristales de calcita, sino también refleja que el
aumento en la concentraciéon de la solucion de CacCl,-lecitina, estaria favoreciendo la
formacion de micelas inversas, que actuarian como una matriz estable para la

cristalizacion de vaterita a nivel intramicelar.

En relaciébn a la morfologia, pareciera haber una correlacion entre las alteraciones
morfolégicas de los cristales y la concentracion de la soluciébn de CaCl,-lecitina. En
relacion a este punto, conforme se aumenta la concentracion de la solucion aparecen
alteraciones en la superficie de los cristales de calcita, y a su vez, comienzan a aparecer
cristales de vaterita, que también empiezan a mostrar alteraciones en su superficie con
zonas muy irregulares, porosas y formas atipicas. No obstante, la concentracién neta de
la solucién al parecer no seria el Unico factor determinante en la aparicion de alteraciones
morfol6gicas en los cristales de CaCOs;, ya que al analizar los resultados en base a la
solucion madre utilizada, se observaron grandes diferencias morfolégicas entre cristales
preparados con diferentes soluciones madres, aun cuando presentaran la misma cantidad
neta de lecitina. Un ejemplo de esto, son los cristales de los micropocillos M9 y M11, ya
que ambos tienen una concentracion neta de 525 pg, sin embargo el micropocillo M9 fue
preparado utilizando la solucion madre de 150 mg/ml, mientras que el micropocillo M11 se
preparé con la solucion madre de 300 mg/ml. Al analizar los dos tipos de cristales
formados, si bien ambos tienen el mismo tamafio promedio de 70 pm, los cristales del
micropocillo M9 presentan una desviacion de 7,25 y son considerablemente mas

homogéneos tanto en tamafio como en su morfologia. Por otro lado, los cristales del
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micropocillo M11 presentan una desviacion de 22 y presentan una alta variabilidad tanto
en tamafio como en su morfologia. Esto es un punto importante a considerar, ya que da
cuenta de que independientemente de la concentracion, el tipo de solucibn madre
utilizada también pareciera influir en la morfologia de los cristales obtenidos, lo cual podria
relacionarse con el tipo y tamafo de las micelas que se forman en cada una de las

soluciones madres.

Lo anterior demuestra la importancia que tiene la disposicion espacial de las micelas de
lecitina, puesto que dependiendo de este factor, se generan distintos polimorfos con

caracteristicas morfolégicas especificas.
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CONCLUSION

El método de difusibn de gases constituyd una excelente forma de generar cristales de
CaCO; Gracias a esto, se obtuvieron numerosos cristales que sirvieron para analizar el
efecto de la lecitina sobre el proceso de cristalizacion. Para este estudio, se considerd un
andlisis de espectro de Raman y un andlisis morfolégico mediante SEM. En relacion a
los métodos utilizados, es importante mencionar que el andlisis de espectro de Raman, si
bien permitio determinar el tipo de polimorfo presente en las preparaciones, demostro ser
un método altamente sensible a la cantidad de muestra analizada, factor que dificulté el
analisis de las preparaciones de este estudio. Por otro lado, el andlisis de los cristales
mediante SEM constituyé un buen método para el analisis morfologico de los distintos
polimorfos, mostrando ampliamente los efectos de la lecitina en los cristales obtenidos.

La aparicion de cristales de calcita con modificaciones en su superficie, y la presencia de
cristales de vaterita, reflejaron la gran influencia que tiene la molécula de lecitina en el
proceso de cristalizacion de CaCOg;. Asimismo, las caracteristicas de las micelas tanto en
tamafio como en disposicion espacial (micelas inversas o tradicionales), demostré ser un

factor capaz de influir fuertemente en los polimorfos obtenidos.

Si bien en un comienzo se esperaba obtener soélo cristales de calcita mediante
cristalizaciébn a nivel intermicelar, la presencia de abundantes cristales de vaterita da
cuenta de que en emulsiones de estas caracteristicas, habria también nucleacién de
cristales a nivel intramicelar. En este sentido, se observé que al parecer existiria una
fuerte relacién entre la concentracion de la solucion de lecitina y la formacién de micelas
de tipo inversas, que permitirian la nucleacién y estabilizacién de cristales de vaterita en el

espacio intramicelar.

Faltan mas estudios para determinar exactamente el tipo y caracteristicas de las micelas
formadas en cada una de las soluciones a utilizar, no obstante, la presencia de los
distintos polimorfos observados en este estudio, permiten plantear la teoria de la

presencia de micelas de tipo tradicional y micelas de tipo inversas.

Por otro lado, la lecitina demostr6é actuar como plantilla para la nucleacion de cristales de
CaCO3;, asi como también, ser una molécula capaz de influir en las caracteristicas de los
cristales obtenidos. Reflejo de esto corresponden a los cristales observados desde el

micropocillo M1 al M12, si se comparan con el micropocillo control (MO).
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Los resultados del presente estudio demuestran la enorme influencia que tiene la
molécula de lecitina en el proceso de biomineralizaciéon, y considerando que esta
molécula se encuentra presente comunmente en la membrana celular, sin duda abre paso
a nuevos estudios que permitan analizar el efecto in vitro de la membrana celular, en el

proceso de biomineralizacion de CaCOs,
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