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RESUMEN

Las formulaciones de nanoparticulas (NPs) con propiedades funcionales vy
fisicoquimicas particulares han despertado un gran interés en el sector alimentario
(cuyas aplicaciones son relativamente recientes) y cada vez mas en la industria
farmacéutica, debido a que posibilitan el transporte y liberacion de principios activos,
en la busqueda de una administracion adecuada de nutrientes o farmacos especificos.
El creciente interés en el desarrollo de alimentos funcionales y terapias dirigidas a
sitios especificos, ha motivado el uso de novedosas técnicas para el disefo y
preparacion de micro y NPs. Los métodos de elaboracion convencionales presentan
grandes desafios con respecto al control y reproducibilidad del proceso. La técnica de
nanoprecipitacion se ha utilizado ampliamente para la preparacion de NPs poliméricas
destinadas a varias aplicaciones biomédicas, agricolas, alimentarias y cosméticas.
Tradicionalmente, esta técnica utiliza el goteo de un solvente organico en una solucién
acuosa con el polimero encapsulante bajo agitacion. Debido a que la nucleacion
comienza cuando los componentes aun no estan distribuidos de manera homogénea,
se obtiene una distribucién amplia de tamafio de NPs y gran variabilidad del producto
final. Como alternativa, la tecnologia microfluidica permite formar particulas
homogéneas, debido a la capacidad de controlar los parametros criticos del proceso
de una manera mas simple y directa que en los métodos tradicionales. Debido a la
naturaleza continua del proceso y a las condiciones de flujo controlado, la eficacia de
la nanoprecipitacion mejora drasticamente. Al no requerir energia adicional, no se
desarrollan fluctuaciones de temperatura durante el proceso, lo cual podria alterar a
ciertos bioactivos sensibles a la presion y temperatura. En particular, la técnica
microfluidica que permite el autoensamblaje y nanoprecipitacién controlada es el
enfoque hidrodinamico, el cual consiste en el coflujo de dos o mas corrientes de
liquidos con los precursores de las NPs. Las corrientes laterales enfocan el flujo
central en una corriente delgada, lo que permite la rapida difusién de las moléculas a
través de la corriente central, desencadenando la generacion de NPs.

En este contexto, en la presente Tesis se disefiaron y fabricaron dispositivos de
microfluidica dirigidos a la produccion de NPs, para vehiculizar bioactivos en productos
farmacéuticos y suplementos nutricionales. Ademas del disefio de los dispositivos,
también se investigo el sistema de bombeo mas conveniente para la inyeccion de los
fluidos. El control preciso del ancho de la corriente enfocada es fundamental para
aplicar la nanoprecipitacion en microfluidica, por lo que tanto la estabilidad del flujo
como el manejo preciso de las corrientes son esenciales. Para este propésito, en la

presente Tesis se desarrolld una plataforma de bombeo de liquidos utilizando la



presién hidrostatica. Un aspecto importante a destacar es que las propiedades
fisicoquimicas de los fluidos de trabajo impactan en la presion proporcionada por las
columnas hidrostaticas, asi como en la formacion del patron del enfoque
hidrodinamico. Para ambos fenémenos, se platearon modelos matematicos simples
que predicen el ancho de la corriente enfocada y el caudal obtenido en funcion de la
altura de la columna de liquido, considerando ciertos parametros criticos de operacion.
Se demostré que sélo se puede lograr un patron de enfoque hidrodinamico uniforme si
la posicién del flujo en el chip se encuentra alineada con el campo gravitacional, en la
misma direccion o en la direccion opuesta, y se cuantificaron los efectos en cada uno
de los casos.

Finalmente, con las herramientas desarrolladas, se llevé a cabo la elaboracion y
caracterizacién de nanoparticulas de a- lactoalbumina (a-LA) cargadas con curcumina
(CCM) como bioactivo. Se utilizd, un dispositivo de flujo coaxial que desarrolla un flujo
de tipo nucleo-vaina y una plataforma robusta y de rapida configuracion para flujos
impulsados por la gravedad. Las NPs obtenidas presentaban un tamafio uniforme, el
cual fue medido por dispersion dinamica de luz. Asimismo, fue posible controlar el
didmetro de las mismas ajustando los caudales. Las imagenes de microscopia
electronica de barrido y electronica de transmision mostraron que las NPs eran
esféricas y presentaban bordes bien definidos. Los resultados de espectroscopia
infrarroja sugieren que el mecanismo de uniéon de a-LA en las NPs es a través de
enlaces de hidrégeno y enlaces hidrofébicos. Por su parte, los ensayos in vitro
demostraron que las NPs podian liberar alrededor del 70% de la CCM entrampada.
Ademas se comprobd que la CCM liberada desde las NPs conserva su propiedad
funcional antioxidante; se observd que, combinada en NPs con a-LA pretratada
térmicamente, el efecto antioxidante fue aun mayor. Se concluye que la metodologia
microfluidica propuesta es una eficiente via de elaboracion de NPs para la
encapsulacion de principios activos. A su vez, es posible paralelizar la técnica para
multiplicar el rendimiento, lo cual es muy necesario para la elaboracién de compuestos

a escala industrial.
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ABSTRACT

The formulation of nanoparticles (NPs) with particular functional and physicochemical
properties has great interest for applications in both the food sector (relatively recent)
and increasingly in the pharmaceutical industry, because they enable the transport and
release of active ingredients, in search for an adequate administration of specific
nutrients or drugs. The growing interest in the development of functional foods and
drug therapies directed at specific sites has motivated the use of novel techniques for
the design of micro and NPs, considering that conventional production methods
present several challenges regarding the control and reproducibility of the process.
Nanoprecipitation has been widely used for the preparation of polymeric NPs intended
for various biomedical, agricultural, food, and cosmetic applications. Traditionally, the
technique is carried out by dripping an organic solvent into an aqueous solution with
the encapsulating polymer under agitation. As nucleation starts when the components
are not yet homogeneously distributed, the NPs present a broad size distribution and
high variability of the final product. As an alternative, microfluidics enables the
preparation of homogeneous NPs, since the control of critical process parameters is
much more accurate than in traditional methods. In fact, the efficiency of the
nanoprecipitation is drastically improved due to the continuous nature of the process
and controlled flow conditions. Since it does not require additional energy, temperature
fluctuations during the process are avoided, which could alter certain pressure and
temperature sensitive bioactives. In particular, the microfluidic technique that allows
self-assembly and controlled nanoprecipitation is the hydrodynamic flow focusing,
which involves the coflow of two or more liquid streams containing the NPs precursors
in solution. The side streams squeeze the central current to a very narrow stream,
allowing rapid diffusion of the molecules that trigger NPs generation.

In this context, this Thesis deals with the design and manufacture microfluidic devices
aimed at the production of NPs to transport bioactives in pharmaceutical products and
nutritional supplements. In addition to the design of the devices, it was also
investigated the most suitable pumping system for the injection of the working fluids.
Controlling of the width of the focused stream is essential for the implementation of
microfluidic nanoprecipitation, therefore both flow stability and precise handling of
streams are essential. For this purpose, a platform for controlled hydrodynamic flow
focusing driven by hydrostatic pressure was implemented. An important aspect is that
the physicochemical properties of the working fluids impact on the pressure provided
by the hydrostatic columns, as well as on the hydrodynamic focusing pattern. For both
phenomena, simple mathematical models were developed to predict the width of the

focused stream as a function of the height of the liquid columns, considering certain

11



critical operating parameters. It was found that a uniform hydrodynamic flow focusing
pattern can be achieved only if the flow position in the chip is aligned with the
gravitational field, either in the same or the opposite direction, and the effects in each
case were quantified.

Finally, the generation and characterization of curcumin-loaded a-lactalbumin NPs was
carried out, through the combination of a coaxial flow device that develops a core-
sheath type flow and a robust platform to handle gravity-driven flows. For each
predefined fluid dynamic condition, the obtained NPs have uniform size, as measured
by dynamic ligth scattering. Effectively, microfluidic nanoprecipitation allows one to vary
the diameter of NPs by adjusting the flow rates. Both scanning and transmission
electron microsopy images showed that NPs where spherical and presented well-
defined borders. The results of infrared spectrospy suggest that the binding mechanism
of a-lactalbumin inside the NPs is through hydrogen bonds and hydrophobic linkages.
In addition, in vitro assays demonstrated that the NPs were able to deliver about 70%
of the loaded curcumin. In addition, it was verified that the curcumin released from the
NPs conserves its antioxidant functional property; it was observed that, in NPs with
thermally pretreated o-LA, the antioxidant effect was even greater. It is concluded that
the proposed microfluidic methodology is an efficient way of elaboration of NPs for the
encapsulation of active ingredients. In addition, it is possible to parallelize the

technique to multiply the yield, which is required for large-scale productions.
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Introduccioén

I.1. Tecnologias de encapsulacién y aplicaciones

Las tecnologias de encapsulacion han sido objeto de intenso estudio en los ultimos
anos. Este proceso implica la inclusién de una sustancia (agente activo) dentro de un
material que actua como transportador y protector (Ray et al.,, 2016). La sustancia
encapsulada, puede ser llamada centro, relleno, fase activa, fase interna o carga Uutil,
mientras que la sustancia que encapsula al agente activo se llama capa, membrana,
capsula, material de transporte, fase externa o matriz (Ray et al., 2016). Segun el
diametro de las particulas resultantes, se las considera microparticulas cuando su
tamafo se encuentra en el rango de 1-1000um o nanoparticulas (NPs) cuando su
tamafio es menor a 1000nm. Por su parte, la nanotecnologia comprende la
manipulacion de materiales en dimensiones de aproximadamente 1 a 100nm (Weiss et
al., 2006). Algunos autores se reservan el término "nanoparticulas" para cortes de
tamano especifico, por ejemplo para sistemas efectivos de liberacion de farmacos o
nutracéuticos, no debe exceder los 100 o 200nm (Langer et al., 2003; Rizvi & Saleh,
2018), por lo que el limite superior no esta bien definido. El tamafio resultante
determina fuertemente sus propiedades funcionales, muchas de las cuales estan
asociadas con su alta relacion superficie/volumen, mejor estabilidad a la
sedimentacion y agregacion, mayor solubilidad y mayores tasas de penetracién a
través de barreras bioldgicas (Davidov-Pardo et al., 2015).

Los compuestos a ser encapsulados pueden ser muy variados, incluyendo minerales,
colorantes, prebidticos, probidticos, carotenoides, fitoesteroles, péptidos bioactivos,
saborizantes, antioxidantes, aceites esenciales, enzimas, drogas e incluso fertilizantes.
De esta manera, los activos son protegidos de condiciones desfavorables como la
exposicion a la luz, oxigeno, humedad, calor u otras condiciones extremas, mejorando
su estabilidad y manteniendo la viabilidad. Asimismo, los bioactivos pueden ser
liberados en forma controlada en el sitio de interés (Devi et al., 2017).

En la industria farmacéutica, la encapsulacién de drogas ha sido utilizada para varias
aplicaciones y en la actualidad continla en plena expansién. Sus principales
aplicaciones son evitar la evaporacion de sustancias volatiles, proteger sustancias
sensibles a la luz y humedad como las vitaminas, para integrar sustancias
incompatibles en un mismo sistema, para ocultar olores y sabores desagradable de
algunos medicamentos, entre otros usos (Robles-Garcia et al., 2016; Sozer & Kokini,
22009). En cambio, las aplicaciones de estas tecnoldgicas en la agricultura y en el
sector alimentario son relativamente recientes (Garcia et al., 2010).

Respecto a su empleo en la industria de alimentos, puede afirmarse que las

aplicaciones se han incrementado ampliamente debido a la conveniente proteccién
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Introduccioén

que brinda esta técnica a los materiales encapsulados frente a factores desfavorables
a los que estan expuestos, otorgandoles mayor estabilidad y durabilidad. De manera
que en la formulaciéon de un producto, las sustancias logren resistir a las condiciones
de procesamiento, almacenamiento, transporte, comercializacion, etc. De este modo,
se mejoran o0 conservan las caracteristicas organolépticas y el valor nutritivo del
alimento. En tal sentido, la encapsulacién es una herramienta sumamente util para
disefar ingredientes que puedan ser utilizados en el desarrollo de alimentos
funcionales (Sozer & Kokini, 2009).

Uno de los principales atractivos de la encapsulacion mediante el uso de micro y NPs
radica en su capacidad de controlar el destino biolégico de los nutrientes,
nutracéuticos y farmacos después de la administracion, para ser liberados en el sitio
requerido en la cantidad precisa o con la cinética optima (Devi et al., 2017).

Existen diferentes factores que afectan negativamente la biodisponibilidad vy
consecuentemente la eficiencia de un agente bioactivo. Estos factores pueden ser
propios de la naturaleza del bioactivo, como es el caso de una baja solubilidad,
inherentes al proceso de elaboracion del producto, o bien debido a factores posteriores
a su administracion, por ejemplo una baja permeabilidad en el tracto gastrointestinal o
degradacion/metabolizacion de los mismos (Joye & McClements, 2014).

Para lograr las funcionalidades antes mencionadas, en aplicaciones bioldgicas o
biomédicas resulta imperativo asegurar las caracteristicas fisicoquimicas del sistema
encapsulante tales como el tamafo, la polidispersidad y la carga. Por lo tanto, el
proceso de fabricacion de la particula debe ser robusto y reproductible. En tal sentido,
los dispositivos microfluidicos tienen propiedades Unicas que permiten tener un
exhaustivo control del proceso de produccién (Duncanson et al., 2012; J. Kim et al.,
2014; Othman et al., 2015; Pessoa et al., 2017). Por lo tanto, en este trabajo de tesis
se propone desarrollar métodos microfluidicos para la produccién de NPs de

biopolimeros, para vehiculizar activos en productos farmacéuticos y nutricionales.
I.2. Componentes principales de los sistemas de encapsulacion
1.2.1. Biopolimeros utilizados para la produccion de nanoparticulas

La caracteristica mas atractiva de las tecnologias de encapsulacion surge de la
versatilidad de los agentes activos, materiales poliméricos y la posibilidad de ajustar el
tamano de las particulas para la aplicacion requerida. Cuando se disefia un proceso
de encapsulacion, la seleccion del material de recubrimiento es un paso crucial.
Depende de las propiedades deseadas de la particula como ser tamafo, carga,
caracteristicas superficiales, permeabilidad y degradabilidad, de las caracteristicas del

bioactivo de interés: su polaridad, solubilidad y estabilidad, y de las condiciones del
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medio circundante es decir, pH, fuerza idnica, calidad del disolvente y temperatura. Se
puede tratar de un unico polimero o pueden mezclarse a fin de mejorar los
mecanismos de liberacion, la estabilidad o cualquier propiedad para la aplicaciéon
especifica. Se debe tomar en consideracion también el método que se va a emplear
para la encapsulacion y la economia del proceso y que las caracteristicas del producto
final conserven las propiedades deseadas (Lopretti et al., 2007).

El uso de micro y NPs para fines alimentarios y farmacéuticos implica que deben ser
desarrolladas empleando ingredientes considerados seguros (GRAS, generally
recognized as safe) y utilizar operaciones de procesamiento econdmicas y seguras.
Una de las estrategias mas prometedoras es el uso de biopolimeros, los cuales
presentan varias ventajas: son biodegradables, biocompatibles, estan naturalmente
presentes en seres vivos, no son toxicos, inclusos algunos tienen interesantes
propiedades mucoadhesivas (Goycoolea et al., 2009; Kurukji et al., 2016).

Uno de los biopolimeros mas comunes utilizados son los polisacaridos, un grupo
heterogéneo de polimeros resultantes de la condensacion de monomeros unidos por
distintos enlaces glucosidicos (Badui Dergal, 2006). Algunos polisacaridos utilizados
para la formacion de NPs por microfluidica son el alginato (K. Kim et al., 2015),
quitosano (Pessoa et al., 2017), carragenato (Marengo et al., 2021), acido hialurénico
(Bicudo & Santana, 2012), entre otros. Son tipicamente baratos, facilmente
disponibles, biocompatibles, tienen baja toxicidad y sus propiedades funcionales como
la gelificacion pueden ajustarse mediante modificaciones fisicas, quimicas o
enzimaticas (Joye & McClements, 2014).

Los lipidos son otro grupo de biopolimeros utilizados para transportar compuestos
bioactivos, tienen gran consideracion como sistema de administracion de farmacos y
es una tecnologia innovadora en la industria de alimentos. El cuerpo los absorbe
naturalmente, lo que facilita el transporte de compuestos bioactivos a través del tracto
gastrointestinal. Quimicamente, son un grupo de compuestos constituidos por
carbono, hidrégeno y oxigeno que integran cadenas hidrocarbonadas alifaticas o
aromaticas y pueden contener fésforo y nitrégeno (Badui Dergal, 2006).

Los lipidos utilizados para preparar nanoestructuras incluyen lipidos simples como
triacilgliceroles, acidos grasos, colesterol, lipidos derivados como fosfolipidos,
glicolipidos y esfingolipidos y ceras (Sharma & Baldi, 2018). Las propiedades fisicas y
la estructura molecular de los lipidos afectan la dimension de las particulas y la
estabilidad de las dispersiones durante la formacién y el almacenamiento, y afecta la
tasa de liberacién de los bioactivos. Cominmente se suelen combinar lipidos para
regular ciertas caracteristicas, por ejemplo, un lipido solido y un lipido liquido (o aceite)
(Nobari Azar et al., 2020).
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Las proteinas son biopolimeros ampliamente usados que exhiben una diversidad de
propiedades funcionales, fisico-quimicas y biodegradabilidad que las hacen atractivas
para numerosas aplicaciones en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética
(Croguennec et al., 2017). Estan formadas por cadenas de aminoacidos que se
pliegan de determinadas maneras formando una gran variedad de estructuras
diferentes (espiral aleatoria o al azar, fibrosa y globular). La estructura y funcionalidad
es dependiente no solo de la secuencia de aminoacidos, sino también de su entorno
como la temperatura, presion, tipo de solvente, pH y fuerza idénica. Estos factores
posibilitan modificaciones de sus propiedades que permiten una mejor interaccion de
las proteinas entre si o con otras moléculas de su entorno como compuestos
bioactivos, agentes reticulantes o de recubrimiento a través de varios tipos de
interacciones covalentes, de Van Der Waals, estéricas, de hidrégeno, hidrofébicas y/o
electrostaticas (Walstra, 2009).

Existe una gran cantidad de proteinas de diferentes origenes y con propiedades
moleculares, fisicoquimicas y funcionales para la generacion de NPs. Las proteinas
animales que se utilizan ampliamente para la formacion de particulas son por ejemplo,
caseina, proteina de suero, gelatina, proteinas de huevo. También hay disponibles
varias proteinas aisladas de vegetales como de trigo, maiz (gliadina y zeina), de soja y

guisantes (Davidov-Pardo et al., 2015).

1.2.2. Compuestos bioactivos
Los compuestos bioactivos pueden ser de origen natural (plantas, animales,
microorganismos terrestres o acuaticos) o sintéticos, obtenidos mediante
procesamiento parcial o total. Estos compuestos tienen la capacidad de interactuar
con uno o mas componentes del tejido vivo ejerciendo efectos beneficiosos para la
salud, entre ellos: antiinflamatorio, antioxidante, hipolipemiante, antihipertensivo y
regulador de la expresion de una gran variedad de genes (de Souza Simdes et al.,
2017; Guaadaoui et al., 2014). Actualmente, existe una gran y creciente cantidad de
evidencia cientifica que demuestra la utilidad de varios compuestos activos, los cuales
ofrecen diversos beneficios en diferentes situaciones de salud y enfermedad, entre
ellos: antienvejecimiento, prevencion de enfermedades cardiovasculares y proteccion
contra enfermedades crénicas como la diabetes mellitus, el cancer y las enfermedades
neurodegenerativas (Martin Ortega & Segura Campos, 2019). Esto ha impulsado el
interés de las investigaciones en el desarrollo de métodos novedosos para la
elaboracion de ingredientes nutricionales y/o alimentos funcionales. La incorporacion
de compuestos bioactivos por ejemplo, antioxidantes como polifenoles, minerales,

vitaminas, fitoesteroles, carotenoides, péptidos, prebioticos, probioticos, acidos grasos,
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en diversas matrices alimentarias y formulaciones farmacoldgicas mediante técnicas
de encapsulacion es una tarea desafiante debido a la mala biodisponibilidad,
solubilidad y estabilidad de algunos de los compuestos. La encapsulacién no solo
protege el agente con actividad biolégica sino que también reduce su reactividad con
factores externos, reduciendo asi su tasa de transferencia y controlando el perfil de
liberacién (Khan et al., 2020).

1.3. Tipo de sistemas para nanoencapsulaciéon

Se han investigado varios sistemas de diferentes morfologias por su potencial para
aplicaciones en el campo de la micro y nanoencapsulacién (Figura 1) (de Souza
Simdes et al.,, 2017; Jafari & McClements, 2017). Estas morfologias tienen una
influencia directa en la estabilidad y biodisponibilidad de los materiales encapsulados

basadas en su disposicién de materiales de nucleo y cubierta.
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Figura 1. Sistemas de nano-administracion que pueden usarse para la vehiculizar compuestos
bioactivos (figura modificada de de Souza Simdes et al., 2017).

Existe gran variedad de sistemas encapsulantes, que a fines practicos se podrian
categorizar en funcion del material encapsulante como sistemas basados en lipidos y
sistema basados en polimeros como polisacaridos y proteinas (Tamijidi et al., 2013).
Los principales sistemas de administracion de base biolégica desarrollados para tal fin

se describen brevemente a continuacion:
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1.3.1. Sistemas basados en lipidos

En esta categoria se encuentran principalmente los liposomas, las nanoemulsiones y

NPs lipidicas solidas.

Liposomas: Son vesiculas esféricas compuestas por una o mas bicapas lipidicas,
como resultado de la emulsion de lipidos naturales o sintéticos con alto punto de
fusion y en combinacion con un tensoactivo en un medio acuoso (Nsairat et al., 2022).
Tienen naturaleza anfifilica y por tanto, pueden usarse para encapsular tanto
ingredientes alimentarios y como farmacos de diferentes polaridades para crear una
barrera fisica y proteger los bioactivos de condiciones externas. Los compuestos
polares pueden quedar atrapados en el nucleo acuoso de los liposomas, en cambio los
compuestos no polares tendran mas afinidad por las cadenas no polares de los
fosfolipidos que forman las bicapas del liposoma (de Souza Simodes et al., 2017;
Esposto et al., 2021).

Nanoemulsiones: Estos sistemas se caracterizan por ser dispersiones metaestables
de un fluido en otro inmiscible formando gotitas de 100nm o menos, de agua en aceite
(W/0O) o aceite en agua (O/W). La adicion de uno o mas surfactantes ayuda a evitar la
agregacién y coalescencia de las gotas en el proceso de preparacion y
almacenamiento, los emulsionantes o surfactantes se adsorben en la superficie de las
gotas del fluido disperso y reducen la tension interfacial. Dado que la mayoria de las
propiedades fisicas de estos materiales dependen del tamafio, es necesario controlar
su monodispersidad, lo cual mejora a su vez la estabilidad de la emulsién. Los agentes
bioactivos pueden ser incluidos en las gotas, ya sea en la region interfacial o dentro de
las mismas en la fase continua, resultando prometedores como herramienta de
suministro de farmacos, nutracéuticos y otros ingredientes bioactivos alimentarios (Y.
Feng & Lee, 2019; H. Liu et al., 2021; Rangan et al., 2016).

Nanoparticulas lipidicas sdlidas: Representan un sistema compuesto por lipidos
que es capaz de cristalizar total o parcialmente a la temperatura final, de aplicacion
tanto a temperatura ambiente como corporal. Estas particulas estan en el rango de
tamafo de 50 a 1000 nm (de Souza Simdes et al., 2017). El lipido sélido utilizado
forma un material de matriz para la encapsulaciéon de bioactivos e incluye mono-, di- o
triglicéridos, acidos grasos y mezclas complejas de glicéridos con los componentes
bioactivos como parte de la matriz lipidica. Esta matriz se estabiliza por una mezcla de

tensioactivos o polimeros. Las NPs lipidicas soélidas fueron disefiadas para combinar
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caracteristicas de particulas poliméricas, liposomas y emulsiones (Garcia-Pinel et al.,
2019; Tamijidi et al., 2013).

1.3.2. Sistemas basados en proteinas y polisacaridos.

Estos sistemas pueden requerir propiedades de diferentes materiales, por lo que se
puede realizar combinaciones de diferentes proteinas y/o polisacaridos para
aprovechar las caracteristicas positivas de cada uno y variar la estructura,

dimensiones y cinéticas de liberacion de los sistemas.

Nanoparticulas: Estos sistemas han sido ampliamente estudiados para la
vehiculizacién y liberacion de compuestos bioactivos. Tienen la capacidad de dispersar
o solubilizar el bioactivo dentro de su matriz y por tal motivo no es posible distinguir
una estructura de nucleo y matriz. Su generacion no requiere metodologias complejas
y suelen mejorar significativamente la estabilidad y solubilidad de los compuestos
activos, como asi también la entrega controlada de los mismos por diferentes
mecanismos y estimulos tales como cambios de temperatura, pH, fuerza iénica, etc.
(de Souza Simdes et al., 2017; Joye et al., 2014).

Hidrogeles nanométricos (nanogel): El hidrogel es una red tridimensional de
polimeros reticulados fisica 0 quimicamente, formando interacciones covalentes o no
covalentes (Soto & Oliva, 2012). Esta estructura tiene la capacidad de hincharse varias
veces su tamano inicial en presencia de agua. Los hidrogeles poseen poros entre las
redes donde se pueden ubicar las moléculas de interés protegiéndolas del medio
exterior y asi evitar su degradacion (Joye et al., 2014). Estos sistemas responden a
cambios en el pH, fuerza idnica y temperatura, por lo que tienen gran potencial para la
administracioén de Bioactivos (de Souza Simoes et al., 2017; Kabanov & Vinogradov,
2009).

1.4. Métodos de generaciéon de nanoparticulas

La eleccién de la metodologia para lograr la encapsulacién esta determinada por los
costos, el tamano y tipo de estructura de particula deseada, lo cual esta intimamente
relacionado a su funcionalidad, al mecanismo de liberacion del principio activo a
encapsular y a las propiedades fisicoquimicas del agente encapsulante. Es adecuado
ademas tener presente que, el producto logrado debe ser comercialmente viable,
lograrse con una produccion facil de escalar y utilizar componentes autorizados
(Rodriguez et al., 2016).
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Actualmente las industrias farmacéutica y alimentaria utilizan una amplia variedad de
técnicas de encapsulacién. Los métodos de generacion de particulas se agrupan en
dos categorias, el abordaje “de arriba hacia abajo” y el “de abajo hacia arriba”, los
cuales son traducciones de fop-down y bottom-up, respectivamente. Esta clasificacion
esta basada en el proceso fisicoquimico involucrado, mas precisamente en el camino
para llegar al tamafo buscado. La Figura 2 presenta diferentes técnicas empleadas
(Q. Feng et al., 2016; Joye & McClements, 2014).

Métodos Top-down
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Figura 2. Representacién esquematica de diferentes métodos bottom-up y top-down usadas en
la produccién de nano y microparticulas (figura modificada de Joye & McClements, 2014).

Método Top-down

El método de fop-down implica la reduccion de tamafio de particulas grandes,
utilizando la fuerza mecanica. Incluye muchos procedimientos tales como molienda en
seco o en molinos coloidales, homogeneizaciéon a alta presion, microfluidizacion,
emulsificacion por ultrasonido o extrusion (Gibbs et al., 1999). Por lo general, se
basan en procesos que usan las colisiones bajo cizalla y compresion para disgregar
grandes entidades en agregados mas pequefios (Acosta, 2009).

Estos métodos son faciles de extender a escala industrial y requieren un uso minimo
de aditivos quimicos, permitiendo cumplir sin mayores complicaciones con las

regulaciones impuestas sobre las formulaciones para uso humano. Sin embargo, el
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enfoque fop-down presenta algunas limitaciones, como el alto costo de los equipos, el
bajo rendimiento, la dificultad para controlar las propiedades de superficie, la
polidispersidad y el tamafio de particulas, la reagregacion de las particulas y la
necesidad de condiciones operativas complejas (como temperaturas extremas y gran
cantidad de energia o presion para lograr un tamafio a escala nano). Como
consecuencia, los costos de produccidn suelen ser elevados. Ademas, ciertos
bioactivos valiosos y sensibles, al ser sometidos a condiciones de alta presion y estrés

mecanico pueden sufrir degradacion (Joye & McClements, 2014; Shrimal et al., 2019).
Método Bottom-up

El método bottom-up es otro enfoque importante que consiste en la elaboracion de
particulas mediante interacciones especificas de atomos, entidades moleculares o
grupos funcionales del compuesto encapsulante inducidas por cambios en las
condiciones del medio como por ejemplo, el pH, la fuerza i6nica, la temperatura o la
concentracion. Entre los métodos ascendentes tipicos se pueden citar al
autoensamblaje, la precipitacion por antidisolvente y la sintesis quimica in situ. Este
enfoque generalmente se considera mucho mas prometedor, debido al mayor nivel de
control que ofrece, incluso brinda la posibilidad para adaptar la estructura y las
propiedades de las particulas durante su elaboracién, por ejemplo, funcionalizando la
superficie. Ademas, el riesgo de contaminacion de la muestra a menudo se reduce

significativamente (Q. Feng et al., 2016; Pessoa et al., 2017).
Autoensamblaje

El autoensamblaje es la asociacion espontanea de un conjunto de moléculas en
una o mas estructuras supramoleculares, impulsadas por multiples interacciones
especificas (Grzelczak et al.,, 2010). Estas interacciones moleculares son no
covalentes y cinéticamente labiles, incluyen enlaces puente hidrégeno, interacciones
electrostaticas, fuerzas de Van der Waals y a menudo interacciones hidrofébicas o
hidrofilicas. El autoensamblaje se asocia tipicamente con el equilibrio termodinamico,
comprende la organizacion espontanea de macromoléculas desde un estado
desordenado a un estado altamente organizado. Estas estructuras ordenadas se
encuentran en un estado de equilibrio termodinamico que depende de las condiciones
del micro-ambiente fisicoquimico, teniendo cada polimero condiciones especificas
para el autoensamblaje. Estas propiedades termodinamicas se utilizan para construir
estructuras supramoleculares, microestructuras y estructuras jerarquicas superiores
para producir materiales funcionales. Desde el punto de vista quimico, esto implica

modificaciones de algunas condiciones para controlar las interacciones, como la
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temperatura, la luz, la radiaciéon electromagnética, el pH, la polaridad del disolvente o
la actividad redox (Grzelczak et al., 2010; Robles-Garcia et al., 2016).

Un ejemplo claro de autoensamblaje es lo que ocurre con algunos lipidos, como los
monoglicéridos y los fosfolipidos, los cuales son moléculas anfifilicas que muestran
fendmenos de autoensamblaje cuando se mezclan con agua por encima de una
concentracion critica (Leser et al., 2006). Pueden formar estructuras vesiculares
cerradas y continuas, compuestas principalmente por bicapas de fosfolipidos en un
ambiente acuoso y pueden utilizarse en el entrampamiento, suministro y liberacién de
activos en la industria de alimentos (Mozafari et al., 2008), farmacéutica (Kalam et al.,

2020) y cosmética (Moussaoui et al., 2002).
Coacervacion

Los coacervados se encuentran entre los principales sistemas de biopolimeros que se
han utilizado en las ultimas décadas para la encapsulacion de numerosos ingredientes
activos (Chapeau et al, 2017; Shahgholian & Rajabzadeh, 2016). Bajo la
denominacion de coacervacion se agrupa una serie de técnicas de micro y nano
encapsulacion que se basan en la induccién, por algun procedimiento, de la
desolvatacion de un polimero, que a continuacién, forma un complejo biopolimérico
con el compuesto que se quiere encapsular (Lopretti et al., 2007). Cuando la alteracion
del medio es leve existe cierta interaccién entre las moléculas formando complejos
solubles que dan cierta turbidez a la solucion. Cuando las condiciones se alteran aun
mas, estos complejos solubles comienzan a asociarse entre si y forman complejos
insolubles lo que provoca una separacién de fases macroscopica, una fase densa rica
en polimero (fase de coacervado) y una fase muy diluida rica en disolvente (Davidov-
Pardo et al., 2015; Timilsena et al., 2019). Entre los procedimientos inductores de la
coacervacion se pueden citar: cambio de la temperatura, modificacion del pH, adicion
de un “no solvente” o una sal, entre otros (Priftis & Tirrell, 2012).

Existen dos tipos de coacervacion: la coacervacion simple y la compleja. En la
coacervacion simple se utiliza un Unico polimero y el coacervado se logra cambiando
las condiciones del medio para causar la deshidratacion de las macromoléculas
(Timilsena et al., 2019). La coacervacion compleja es el proceso que tiene lugar de
forma espontanea cuando en un medio acuoso se mezclan dos o mas polimeros que
presentan cargas opuestas (polication y polianién). Como consecuencia de la
atraccion electroestatica entre los macroiones se producen los coacervados. Ademas
de las interacciones electrostaticas, otras interacciones débiles intervienen en la
formacion del coacervado, especialmente enlaces de hidrogeno e interacciones

hidrofébicas (Turgeon et al., 2007). Existen diversos parametros que condicionan el
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tipo de coacervado resultante, como el pH inicial de las soluciones, la proporcién
del/los polimeros, la concentracion total de biopolimero, la conformaciéon molecular y
flexibilidad, entre otros (Moschakis & Biliaderis, 2017; Schmitt & Turgeon, 2011).

Precipitacion por antidisolvente

La precipitacidon por antidisolvente, denominada también como desolvatacion, o
desplazamiento del disolvente es, en esencia, una técnica de coacervacion. El término
“coacervacion” en la industria alimentaria se emplea comunmente para referirse a
coloides hidrofilicos que precipitan por interaccion entre dos polimeros con carga
opuesta bajo condiciones fisicoquimicas especificas (Joye & McClements, 2013). Esta
tecnologia se basa en la preparacion de particulas a través del intercambio de
solventes, donde uno de ellos actua como “antidisolvente”. Involucra la mezcla de dos
fluidos miscibles: un solvente organico miscible en agua y un solvente acuoso. Los
polimeros se disuelven en el solvente afin, y tras la difusién y mezcla de ambos
solventes, se genera un cambio en su solubilidad dando lugar a la formacion
espontanea de particulas coloidales (Tao et al., 2019).

El mecanismo de produccién de particulas por el proceso de precipitacion
antidisolvente involucra una serie de etapas: primero hay generacion de
sobresaturacion que se continua con la nucleacion y crecimiento; y finalmente la
agregacién (Joye & McClements, 2013; Lepeltier et al., 2014). Este proceso se
esquematiza en la Figura 3. La sobresaturacion ocurre cuando la solucion contiene
mas solutos que los que puede disolver, este fendmeno se consigue al adicionar un
no-solvente, el cual disminuye la calidad del solvente en el que se disuelve el
biopolimero y/o el bioactivo (Joye & McClements, 2013). El estado de sobresaturacion
induce el comienzo de la nucleacion por precipitacion de los solutos para ganar
estabilidad termodinamica. Los nucleos comienzan a formarse una vez que se alcanza
la concentracion critica de nucleacion, esto da como resultado, la disminucion de la
concentracién de solutos. El crecimiento de los nucleos ya formados ocurre primero
por condensacién de moléculas de soluto libres en la solucion circundante, en la
superficie de los nucleos y luego por agregacion de dos o mas nucleos entre si.
(Martinez Rivas et al., 2017; Saad & Prud’Homme, 2016).
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Figura 3. Diagrama esquematico del proceso de formacion de NPs por precipitacion por
adicion de un antidisolvente (figura modificada de Tao et al., 2019).

La nucleacion y el crecimiento ocurren practicamente en simultdneo durante la
formacion de NPs y ambos compiten por consumir los solutos sobresaturados. Por tal
motivo, para obtener particulas de tamafio mas pequefio y homogéneo (producto A de
la Figura 3) se requiere una mezcla completa y rapida, en el orden de milisegundos,
para alcanzar una sobresaturacién homogénea de los solutos y la formacion de un
gran numero de nucleos pequerios con poco crecimiento. Esto es de suma importancia
ya que determina las propiedades finales de las particulas, como el tamafio, la
morfologia y la composicion (Chow et al., 2015; Lince et al, 2008; Saad &
PrudHomme, 2016). Si esto no ocurre, se forman pocos nucleos estables y la
agregacion no se detiene, los nucleos pueden seguir creciendo de manera
descontrolada lo que lleva a la formacién de particulas de gran tamario y heterogéneas
(producto B de la Figura 3).

Después de que se forman las particulas, es importante que haya una repulsion
suficientemente fuerte entre ellas para evitar que se agreguen. La coagulacién de
particulas tendera a ocurrir cuando las interacciones atractivas (como van de Waals o
la atraccion hidrofobica) dominen por sobre las interacciones repulsivas (como la
repulsion estérica o electrostatica). Las particulas se pueden estabilizar para evitar la
agregaciéon mediante la inclusion de agentes estabilizadores en el proceso de
produccién, estos actuan al adsorberse en la superficie de las NPs e imparten
estabilidad al introducir interacciones repulsivas, de tipo estérica o electrostatica (Chan
& Kwok, 2011).
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La precipitacion antidisolvente es una tecnologia atractiva ya que no se necesitan
equipos especializados y condiciones de operacién complejas, los costos asociados
son razonablemente bajos, la técnica se puede ampliar facilmente y el riesgo de
contaminacion de la muestra es menor (Joye & McClements, 2013). Los dispositivos
microfluidicos permiten realizar mezclas rapidas y en forma controlada, dando lugar
asi a la formacién de particulas mas pequenas con una distribucion de tamafo mas
estrecha (Miladi et al., 2016). Ademas, algunos estudios informaron la exitosa
encapsulacion de farmacos hidréfobos en NPs de polimeros utilizando esta técnica,
incluso ya se comercializan algunos sistemas de administracion de farmacos basados

en nanotecnologia (Martinez Rivas et al., 2017; Tarhini et al., 2018).
Ventajas de la microfluidica

En los métodos actuales de sintesis de particulas en el rango de tamafo micro y nano
aun persisten desafios importantes con respecto al control y reproducibilidad del
proceso, debido a la rapidez de los fendmenos involucrados y las complejas
interacciones que se dan en simultdneo. Por ejemplo, en la nanoprecipitacion que
comunmente se realiza por goteo de un solvente organico en una soluciéon acuosa en
agitacién que contiene el polimero encapsulante, la nucleacion es mas rapida en
comparacion con la mezcla y comienza cuando los componentes aun no estan
distribuidos de manera homogénea, lo que da como resultado distribuciones amplias
de tamano y gran variabilidad del producto final lote a lote (Valencia et al., 2013). Ante
esta situacién, para aplicaciones farmacéuticas, donde es fundamental distribuciones
de tamafo de particula estrechas, se debe atravesar por una etapa adicional de
seleccion tamafio de particula que conduce a bajos rendimientos de particulas y
pérdida de una gran parte del compuesto bioactivo utilizado en la produccion.

Como alternativa, la microfluidica (ver seccién siguiente) ofrece una tecnologia con el
potencial de formar particulas homogéneas y controlar los parametros criticos del
proceso de una manera que es mas dificil de lograr en los métodos tradicionales
(Miladi et al., 2016; Valencia et al., 2013). Debido a la naturaleza continua del proceso
y a las condiciones de flujo controlado, la eficacia de la reaccion mejora drasticamente
debido a su mayor tasa de transferencia de masa y calor. Como herramienta de
emulsificacion, utilizando microfluidica no se requiere una entrada de energia adicional
a diferencia de una homogeneizacion de alta presion o de alto cizallamiento (Carugo et
al., 2016). Por lo tanto, el proceso no desarrolla fluctuaciones de temperatura durante
el proceso, lo cual podria alterar a ciertos bioactivos sensibles a la presién y
temperatura, a su vez, el tamafio y las estructuras internas formadas pueden

controlarse con precision ajustando los caudales (Y. Feng & Lee, 2019).
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I.5. Microfluidica
1.5.1. Introduccion

La microfluidica involucra la ciencia y la tecnologia de la manipulacion de fluidos en
dispositivos artificiales, donde los canales microfabricados, valvulas y orificios tienen
dimensiones inferiores al milimetro, y los volumenes involucrados se encuentran en el
rango de los microlitros a los nanolitros (Whitesides, 2006). Frente a las tecnologias
convencionales la microfluidica ofrece numerosas ventajas como por ejemplo, la
capacidad de utilizar pequefios volumenes de muestras y reactivos, y realizar
procesos fisicos y quimicos a bajo costo y en corto tiempo. Los dispositivos de
microfluidica tienen propiedades unicas que permiten tener un exhaustivo control de
los procesos. Las reducidas dimensiones de los canales (de seccion transversal en el
rango de 20 a 200um) con determinado disefio geométrico permite generar sistemas
donde se hacen confluir soluciones miscibles o inmiscibles, que contienen
biopolimeros, bioactivos y/o agentes entrecruzantes con una relacion de masas
controlada. Esto consigue crear un ambiente donde la difusién, el mezclado y las
cinéticas de reaccidén pueden manipularse eficientemente, lo cual es muy util para la
sintesis altamente controlada y reproducible de micro y NPs (Marre & Jensen, 2010;
Pessoa et al., 2017; Weibel & Whitesides, 2006). De esta forma, es posible controlar
las concentraciones de moléculas en el espacio y en el tiempo, con rendimientos mas
altos que los que se pueden lograr por métodos convencionales.

Un propésito interesante de la mayoria de estos dispositivos microfluidicos (chips)
consiste en lograr sistemas integrados que puedan realizar procesos de multiples
etapas, combinando reacciones, analisis y purificacién en un mismo chip (Marre &
Jensen, 2010; Tabeling, 2005; C. Zhao et al., 2011). De aqui surge el término de los
denominados Lab-On-Chip (LOC, laboratorios en chip), los cuales se utilizan para,
para sintesis de sustancias (Kang et al., 2019), deteccién de agentes contaminantes
(Lafleur et al., 2012), polimerizacion (Park et al., 2010), analisis de ADN (Lagally et al.,
2001), administracién de farmacos (Valencia et al., 2013), entre otros.

Por lo tanto, el empleo de la microfluidica en la sintesis de micro y nanomateriales
resulta beneficioso por varios motivos. En primer lugar, esta tecnologia permite
controlar con mayor precisién la composicion y tiempos de reaccion, lo cual posibilita
obtener sistemas de particulas monodispersas y de tamafos bien controlados, dos
caracteristicas altamente deseables en la preparacion de nano-transportadores.
Ademas, los sistemas microfluidicos generalmente funcionan en flujo continuo, esta

caracteristica permite escalar la produccién y mantener en el tiempo la misma calidad
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del producto, siendo ésta una condicion muy importante, por ejemplo, para la industria

farmacéutica que requiere gran precision y reproducibilidad en el producto final.

1.5.2. Fundamentos

Comprender la dinamica de fluidos en los dispositivos microfluidicos es uno de los
requisitos previos para desarrollar un sistema de preparacién de NPs. En un
dispositivo de microfluidica, la confluencia de liquidos provenientes de diferentes
canales es una de las operaciones mas comunes, la cual tiene diversas aplicaciones
(Calado et al., 2016; Q. Feng et al., 2016). La formacién de coflujos en microfluidica
tiene dos resultados generales, dependiendo de la tension interfacial de los fluidos
empleados: corrientes adyacentes de liquidos similares conducen a la mezcla gradual
por interdifusion, mientras que corrientes adyacentes de liquidos inmiscibles producen
inestabilidades que llevan a la generacion de microgotas de un liquidos dentro de otro.
El primer efecto es el que se utiliza para la generacién microfluidica de NPs.

La mezcla de fluidos miscibles en un dispositivo microfluidico normalmente permite
reacciones quimicas entre reactivos presentes en los fluidos que confluyen a un
mismo canal. Por lo tanto, una optimizacién de la eficacia de la mezcla se vuelve
esencial para mejorar el rendimiento de un dispositivo microfluidico disefado para la
sintesis de compuestos o elaboracion de particulas (Soleymani et al., 2008). Los
estudios experimentales y de simulacién muestran que los patrones de disefio de los
vortices, la geometria de chips, los angulos de mezcla, el control preciso de las tasas
de flujo y la caida de presién también tienen impacto en la eficacia de la mezcla (Y.
Feng & Lee, 2019).

En términos fluido dinamicos, las principales fuerzas que operan sobre los fluidos e
influyen en su comportamiento son las fuerzas inerciales, viscosas e interfaciales. La
importancia relativa de estas fuerzas se mide con numeros adimensionales como el de
Reynolds (Re), capilar (Ca) y Weber (We), los cuales caracterizan los patrones de flujo
en el interior de los microcanales (Y. Feng & Lee, 2019; Oliveira et al., 2016).

El nimero de Reynolds es el mas importante entre los parametros adimensionales que
indican el comportamiento de los fluidos. Este numero expresa la relacion entre las
fuerzas inerciales y las fuerzas viscosas, de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Re =2t (Ecuacion 1.1)

)7

donde p es la densidad del fluido [kg/m?], v [m/s] es la velocidad promedio del fluido, L
[m] es la longitud (ancho/diametro) caracteristico, dependiendo de la geometria de la

seccion transversal del canal y u [Pa.s] la viscosidad (Bragheri et al., 2020). Para Re
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< 2000 el flujo es laminar; para Re > 3000 el flujo es turbulento, mientras que para Re
2000-3000 el flujo cae en un régimen intermedio. El nimero de Reynolds en
microfluidica es bajo, del orden de la unidad o menos, el numerador suele ser muy
pequeno debido al pequefio tamafno de los microcanales, lo que indica que las fuerzas
de inercia son irrelevantes con respecto a las viscosas. El flujo laminar es altamente
ordenado, donde las particulas de fluido no se entrecruzan, viajando en lineas de flujo
paralelas entre si. Las moléculas de un fluido penetran en otro adyacente solo por
medio de la difusién molecular, que es un proceso relativamente lento. La velocidad de
mezcla se puede aumentar induciendo adveccion cadtica. Este ultimo indica procesos
de mezcla con flujos que conducen a la reduccién de la longitud caracteristica sobre la
cual debe actuar la difusion, pero ocurre sélo si se disefia especificamente las
geometrias microfluidicas para tal fin (Beebe et al., 2002; Kirby, 2010). Por el contrario,
en los fluidos en la macroescala, donde el numero de Reynolds asume valores mucho
mayores, se establece un régimen de flujo turbulento, el liquido se comporta de forma
cadtica y las particulas en el fluido se entrecruzan de forma aleatoria unas con otras
formando pequefios remolinos. La importancia del numero de Reynolds radica en la
ventaja de poder escalar el modelo bajo estudio y que las caracteristicas dinamicas del
flujo resultante sean validas siempre que el Re sea el mismo. Esta propiedad de
semejanza dinamica debe ir acompanada de la correspondiente semejanza
geométrica.

En microfluidica, donde los flujos se caracterizan por ser laminares, la difusion
molecular cumple un papel central en la mezcla de sustancias. Como se menciond
antes, cuando el flujo es laminar las corrientes de fluido van en paralelo,
independientemente unas de otras, sin embargo existe interdifusion molecular a través
de corrientes adyacentes de dos o mas liquidos, lo cual permite que los reactivos de
cada flujo puedan encontrarse para reaccionar, o bien que un fluido desmejore la
calidad solvente del otro, favoreciendo asi un proceso de precipitacion (Beebe et al.,
2002). La difusién es un proceso irreversible por el cual un grupo concentrado de
particulas se distribuye de manera uniforme en un medio, lo cual se produce siguiendo
un gradiente de concentracion. La materia fluye desde una parte del sistema de mayor
concentracion a otra de menor concentraciéon, como resultados de movimientos
aleatorios tendiendo a producir la homogeneizacién de la concentracion en todo el
volumen. Esto permite generar gradientes de concentracién estables en tiempos
cortos en los microdispositivos, a partir del aporte continuado de medios con diferentes
concentraciones que actuan alimentando esa diferencia de concentracién. Los

esquemas de mezcla a microescala deben encontrar formas de maximizar las
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interfaces entre las soluciones para permitir que la difusion actie rapidamente (Beebe
et al., 2002).

El numero de Péclet (Pe) define la relaciéon entre la tasa de adveccion de una cantidad
fisica por el flujo y la tasa de difusién de la misma cantidad impulsada por un gradiente
apropiado, es decir, representa la velocidad relativa de la conveccion sobre la difusion,

y se expresa de la siguiente manera:

Pe = i (Ecuacion 1.2)
D
Donde v [m/s] es la velocidad promedio del flujo y L [m] es el ancho de la seccion
transversal del microcanal y D [cm?/s] s el coeficiente de difusién de la particula o
molécula considerada. Pe esta en el rango de ~102 — 103. Un nimero de Péclet grande
(Pe>>1) indica dominio de transferencia de masa convectiva y poca difusién a lo largo
del canal. Un numero de Pe pequefio indica predominio de la difusion. Por lo tanto,
usando el Re, podemos calcular si los dispositivos tienen flujo laminar o turbulento y
usando el Pe, podemos determinar si domina la transferencia de masa por conveccion
o la difusiéon. Para sistemas microfluidicos donde la difusion es el proceso de
transferencia de masa dominante, la tasa de flujo no debe perturbar la region de

mezcla.
I.5.3. Técnicas de fabricacidn de los dispositivos

Desde el punto de vista constructivo, un dispositivo de microfluidica para la
preparacion de NPs consta de una o mas zonas de entradas de fluido, zonas de
mezclado y finalmente uno o mas canales de salida de fluidos. El disefo de los
microcanales, como asi también los materiales y las técnicas de fabricacion, influye en
el patron de flujo, determinando los fendmenos fisicos y quimicos que ocurren dentro.
Para uso bioldgico, las caracteristicas y propiedades de los materiales utilizados en
términos de biocompatibilidad y no toxicidad, son aspectos muy relevantes. Ademas la
transparencia Optica de los dispositivos es altamente deseable para monitorear el
funcionamiento.

Los dispositivos de microfluidica se pueden fabricar mediante varios métodos
utilizando una amplia gama de materiales, como silicio, vidrio, plasticos, metales y
otros materiales. Existen diferentes técnicas para fabricarlos, cada una con sus
ventajas y desventajas (Beebe et al., 2002). Generalmente las técnicas son
especificas de los materiales empleados, la cantidad de componentes que tenga el

circuito microfluidico, del equipamiento disponible, del nimero de chips a fabricar y
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esto a su vez, depende de su aplicaciéon (Bragheri et al., 2020). Dentro de las técnicas

de fabricacion se incluyen:
¢ Micromecanizado:

El micromecanizado es una técnica ampliamente utilizada sobre silicio y vidrio aunque
también se puede usar para dispositivos basados en polimeros. El silicio se usa
frecuentemente en sistemas microelectromecanicos y la microfluidica tomé la técnica
para aplicarla en las primeras técnicas de fabricacién (Niculescu et al., 2021). El
micromecanizado, engloba a una variedad de procesos cuyo objetivo principal es la
obtencion de la geometria deseada a través de la remocion de material. Cada uno de
estos procesos genera una geometria particular, pero cuando se emplean de manera
conjunta es posible obtener productos de formas mas complejas. Aunque esta técnica
se usa ampliamente y ofrece alta precision, los métodos de fabricacién son complejos,
requieren mucho tiempo y son costosos, ya que se requiere el uso de equipos
especializados (Faustino et al., 2016).

Como alternativa al vidrio y al silicio, los polimeros comenzaron a utilizarse para la
fabricacion de dispositivos de microfluidica, debido a su bajo costo, amplia gama de
propiedades mecanicas y quimicas, flexibilidad y facil procesamiento. Los polimeros
mas usados para sistemas microfluidicos son poli(dimetilsiloxano) (PDMS),
poli(metacrilato de metilo) (PMMA), polietileno de alta densidad (HDPE), polietileno de
baja densidad (LDPE), poliamida 6 y SU-8 (Becker & Gartner, 2000; Niculescu et al.,

2021). Dentro de las técnicas de microfabricacion encontramos:

Microfresado: El microfresado es una técnica que utiliza un sistema de movimiento
controlado numéricamente por computadora (CNC) de alta precisién, un husillo de alta
velocidad con velocidad de rotacién y microfresadoras sin necesidad de instalaciones
de salas limpias (Faustino et al., 2016). Actualmente, el microfresado es una técnica
muy utilizada para fabricar prototipos en PMMA. El método es simple, efectivo, preciso
y econodmico, siendo adecuado para crear estructuras 3D complejas (Niculescu et al.,
2021).

Ablacién con laser: Para disminuir el tamano del canal se reemplaza la fresa por un
laser, donde la resolucion minima depende, entre otras cosas, del ancho del haz. Esta
técnica se basa en el efecto de degradacion térmica producida por un laser que graba
la superficie del material deseado. La ablacién se produce por encima de un cierto
umbral de fluencia, que depende de la composicion del material, la longitud de onda y
la duracion del pulso (Suriano et al., 2011). Si bien los laseres son costosos, cuando

se comparan con los altos costos asociados con las instalaciones de salas limpias,
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resulta una alternativa viable a la litografia blanda. Un inconveniente importante es la
dificultad de controlar la geometria de la seccion transversal deseada de los
microcanales. La geometria mas comun producida por esta técnica es una seccion

transversal trapezoidal (Faustino et al., 2016).
¢ Fotolitografia

Consiste en iluminar con luz UV a través de una mascara un sustrato con resina
fotosensible de tal manera que el patron de la mascara es copiado en la resina. La
principal ventaja de la fotolitografia es la posibilidad de fabricar numerosos dispositivos
sobre un mismo sustrato simultaneamente y con detalle nanométrico. Para preservar
la integridad de los dispositivos, la fabricacion se realiza en laboratorios de ambiente
controlados denominados salas limpias, donde se disminuye sensiblemente la
cantidad de particulas de polvo en el aire (Faustino et al., 2016). Los procesos de
fotolitografia necesitan equipos especiales para la alineacion de mascaras e
iluminacion UV y la manipulacién de acidos y solventes para realizar los ataques

selectivos sobre sustratos.
¢ Litografia blanda:

La litografia blanda es la técnica empleada mas comun por ser rapida, menos costosa
y mas adecuada para aplicaciones biolégicas que el micromecanizado de vidrio o
silicio. Se basa en la impresion y el moldeado de réplicas utilizando materiales
elastoméricos (mecanicamente blandos), sellos 0 moldes con los patrones de interés,
para la fabricacién de los dispositivos de microfluidica (Beebe et al., 2002). La
fabricacion por esta técnica involucra una serie de pasos principales: diseno del
patrén, fabricacion de la mascara o molde maestro, fabricacion de la pieza de PDMS y
fabricacion de micro y nanoestructuras con el sello mediante impresion, moldeado y
estampado y finalmente el encapsulado con un sustrato de vidrio (P. Kim et al., 2008).

Para cualquier proceso de fabricacion seleccionado, el desarrollo de dispositivos de
microfluidica requiere de continuas iteraciones de los procesos de disefno, fabricacion
y validacion hasta el desarrollo de un prototipo final cumpla con todos los criterios a
considerar tanto fluidicos como su funcionalidad.

Ademas del disefio y fabricacion del dispositivo en si mismo, para emplear la
microfluidica como herramienta debemos considerar otros componentes como los
conectores. Estos tienen la funcion de acoplar el sistema microfluidico y el mundo
exterior o dos sistemas microfluidicos. Es deseable que la conexién se realice de
forma sencilla, estandarizada, sin fugas. Es un problema recurrente en el desarrollo y

la adopcién de dispositivos microfluidicos y uno de los principales desafios establecer
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interfaces directas debido a las incompatibilidades dimensionales (Jiang & Korivi,
2013). Un conector ideal deberia ser relativamente robusto, eliminar cualquier fuga de
fluidos, reducir los volimenes muertos en las condiciones de uso previstas y permitir el
montaje dentro de un tiempo de configuracion practico (Jiang & Korivi, 2013). Existen
conexiones permanentes selladas con epoxi y también conexiones reversibles que
incluyen conexiones de tipo ajuste a rosca o a presion, que implican la colocacion de

un elemento mas grande en un hueco mas pequeno.
1.5.4. Sistemas de bombeo

Son elementos que impulsar y controlan los fluidos que ingresan al dispositivo. Los
sistemas de bombeo incorporan muchos principios fisicos diferentes y se pueden
dividir en dos grandes grupos en funcion de la forma en que crean flujo: sistemas
pasivos 0 no mecanicos y sistemas activos o mecanicos (Beebe et al.,, 2002). Los
métodos de control de flujo pasivo se basan en crear el flujo controlando la estructura
de microcanales o efectos naturales; estos pueden ser inducidos por gravedad, accion
capilar, dsmosis o tension superficial. Los sistemas activos, se basan en bombas de
jeringa automaticas, bombas de vacio, por presién positiva, peristaltica por presion
neumatica, por fuerzas centrifugas, térmicas e interacciones electrocinéticas y
magnética (lakovlev et al., 2022). Los diferentes métodos pueden presentar patrones
de flujo continuo, dinamico o pulsatil, lo cual ofrece ciertas ventajas y limitaciones
segun las aplicaciones (Byun et al., 2014). Otra forma util de caracterizar los sistemas
de bombeo es a partir de la variable de control; es decir, el fluido puede ser impulsado
a caudal controlado, y las diferencias de presién desarrolladas en el dispositivo
dependen de la resistencia hidrodinamica del mismo, o bien a presiéon controlada, y
caudal resultante en el dispositivo depende de su resistencia hidrodinamica. Luego en
el Capitulo 3 se estudian estos conceptos en detalle, para el disefio de un sistema

bombeo auténomo basado en el uso de la gravedad.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo general

Desarrollar componentes de alto valor agregado mediante dispositivos microfluidicos.

2.2. Objetivo especifico

Disenar y fabricar dispositivos de microfluidica especificamente dirigidos a la produccién
de nanoparticulas de biopolimeros, para vehiculizar activos en productos farmacéuticos

y suplementos nutricionales.
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Difusion en coflujos microfluidicos
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1.1. Introduccion

La mezcla de fluidos es un paso obligatorio en aplicaciones que involucran reacciones
quimicas y biologicas, principalmente en las formulaciones farmacoldgicas. En flujos
de muy bajo numero de Reynolds, el mecanismo predominante es la difusion
molecular, la cual es relativamente lenta si las distancias caracteristicas son mayores
a 1mm. Las reducidas dimensiones de los canales en los sistemas microfluidicos
permiten mezclas minimizando tiempo y energia, lo cual es ventajoso para una amplia
gama de aplicaciones en campos como la industria quimica, alimentaria, farmacéutica,
quimica analitica, analisis bioquimico y sintesis de alto rendimiento (Karniadakis et al.,
2006; Kutter & Klank, 2003).

1.1.1. Mezcla difusiva en la microescala

Como se menciond anteriormente, en los dispositivos microfluidicos se da un efecto
hidrodinamico particular, las fuerzas viscosas dominan por sobre las inerciales, por lo
que el flujo es laminar y en consecuencia la mezcla se genera por procesos de
difusidn mas que por adveccion (Karniadakis et al., 2006). El transporte difusivo es
causado por el movimiento aleatorio de las moléculas, también llamado movimiento
Browniano, donde cada molécula se mueve en una determinada direccién durante un
cierto tiempo hasta que choca con otra molécula, con lo cual cambia de direccién. La

distancia (x,) recorrida por las moléculas en un fluido debido a la difusién se

caracteriza por la relacion de Einstein-Smoluchowski (Kutter & Klank, 2003; Probstein,
2005):

XD =4/ 2Dt

donde ¢ es el tiempo transcurrido y D es el coeficiente de difusién caracteristico de la

(Ecuacion 1.1)

molécula en estudio. De esta relacién se establece que la distancia recorrida por la
molécula es proporcional a la raiz cuadrada del tiempo. Esto se debe al hecho de que
las moléculas se mueven al azar. Esta ecuacién nos permite estimar el tiempo que
tarda una molécula en atravesar el ancho de una determinada corriente, cuando se
establece el coflujo de liquidos mediante intersecciones en T o en Y. Esto significa
que, en la difusién, el ancho del canal tiene una gran influencia en la mezcla de
liquidos. El coeficiente de difusion (D) representa la facilidad con que cada soluto en
particular se mueve en un disolvente determinado y en condiciones establecidas.
Depende tanto de la naturaleza de la particula que se difunde como del solvente
donde difunde. Cuanto mas grande es este coeficiente, significa un movimiento mas

rapido, y cuanto mas grande es una molécula, menor es su coeficiente de difusion.
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Para soluciones diluidas, D se establece por la siguiente ecuacion, suponiendo que la

particula es esférica:

_kgT i
D= %er (Ecuacion 1.2)

donde k, es la constante de Boltzmann, T es la temperatura, y es la viscosidad del

fluido y r, es el radio de la particula (Karniadakis et al., 2006; Probstein, 2005).

El efecto general del movimiento Browniano de las moléculas se puede describir como
cambios temporales y espaciales en la concentracion. Estos cambios se describen por
las leyes de Fick, que predicen la concentracion de un agente para un determinado
tiempo y posicion. Las moléculas viajan desde areas de alta concentracion de
moléculas a areas de baja concentracion. La ecuacion que describe la evolucién en el
tiempo y en el espacio de la concentracion C, para una dimension esta dada por
(Kirby, 2010; Tabeling, 2005):

0Ciy 1~ 0°Cluy)
~~ =D ’ (Ecuacion 1.3)
ot ox?

donde el coeficiente de difusion, D, se considera constante. La solucién de esta

ecuaciéon depende fuertemente de las condiciones iniciales y de borde. En particular,

nos interesa aqui considerar las siguientes C(to;xgo):CO ; C(to;xzo)=0 y

C(ti;xﬁ_w) ZCO; C(ti;Hw) =0, las cuales representan la frontera inicial en el encuentro

de dos corrientes en coflujo, como muestra la Figura 4: una soluciéon con
concentracién Cy y otra con solvente puro. En este caso, de la solucion de la Ecuacion

1.3 resulta

1 X .
Ciex) = ECOP—e#(mH (Ecuacion 1.4)

donde el tiempo inicial es to = 0, y Xxo = 0. La funcién erf(x) es la funcién error, definida
como:

erf(x)=—2=[e " dr (Ecuacion 1.5)
T 9

=

En microfluidica, los fendmenos de difusién pasiva se analizan principalmente en
canales planos de juntura en forma de T o Y, que constan de dos entradas y una
salida. La seccion transversal de los canales es rectangular, con muy alta relacion de

aspecto entre el ancho (w, direccién x) y la altura (d, direccion z). La mezcla se
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produce en la superficie de contacto entre los dos fluidos de entrada, los cuales fluyen
en la direccion y, como muestra la Figura 4. El fluido de la izquierda contiene
particulas dispersas en pequefia concentraciéon. Los fluidos se introducen a través de
canales individuales que se fusionan en un canal comun de longitud /, mucho mayor a
su ancho, se produce una difusién transversal al flujo corriente abajo, donde la
distribuciéon de las moléculas varia con el tiempo desde que la solucién ingresa al
canal comun (Broboana et al., 2011). El gradiente de concentracion es muy
pronunciado inmediatamente después de que los dos liquidos se encuentran y luego el
borde nitido entre las soluciones se desvanece a medida de avanza en la direccion y,

como se esquematiza en la Figura 4.

dl

w>>d

Figura 4. Esquema de difusion en sistemas en coflujo de juntura en Y. La imagen de la
izquierda ilustra la relacién de aspecto del microcanal. Las imagenes de la derecha muestran la
evolucion del perfil de concentracion (Ecuacién 1.4) a lo largo del flujo.

Dependencia del tiempo

El transporte difusivo ocurre desde un area de alta concentracién que limita
directamente con un area de concentracion muy baja, la cual es cero cuando las
corrientes se encuentran. Este fendmeno requiere un cierto tiempo para que las
moléculas recorran una longitud determinada. En el sistema que se muestra en la
Figura 4 si bien existe transporte convectivo, este es normal a los gradientes y no

afecta el proceso de difusion transversal.
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Se debe considerar que, durante el tiempo en el que se igualan las diferencias de

L . : 2
concentracién entre dos regiones, que se calcula aproximadamente por t~ W /D , la

distancia que recorre una particula que viaja en y a la velocidad vV es L = vt . Esto

permite estimar el largo del canal necesario para obtener una mezcla completa por

e 2 : . - o
difusion, el cual resulta L =vw /D. Si el propésito es optimizar la mezcla, el disefio

del dispositivo es crucial, donde la mitad del ancho del canal corresponde a la mayor
distancia de difusion. La velocidad de flujo y longitud del canal, determinan el tiempo
de mezcla. Resulta ventajoso en términos de ahorro de tiempo de operacion y
dimensiones del chip, lograr una mezcla rapida maximizando el area interfacial entre
los fluidos (Kirby, 2010).

Coflujo en dispositivos de juntura en X

La mezcla difusiva es uno de los desafios en los dispositivos microfluidicos, dado que,
como vimos anteriormente, suele ser un proceso lento. Una de las estrategias para
mejorar la mezcla es generar estructuras de flujo que acorten las escalas de longitud
de difusion, como por ejemplo, dividir los flujos en corrientes mas delgadas y plegar y
volver a laminar estos flujos una y otra vez, minimizando asi nuevamente las
distancias de difusion (Kutter & Klank, 2003).

Un disefio ampliamente utilizado es el enfoque hidrodindmico (Figura 5) ya que ha
demostrado ser una técnica microfluidica util para sistemas que requieren condiciones
de mezcla rapida. Consiste en tres canales de entrada que se fusionan en un unico
canal y luego, segun el objetivo de su aplicacion, este canal puede dividirse
nuevamente en dos 0 mas canales o ser un uUnico canal de salida. La solucion de
interés generalmente ingresa por el canal central, y dos soluciones laterales adelgazan
la corriente central, lo que permite la rapida difusion de las moléculas a través de esta
corriente enfocada.

El control de la posicion de la corriente central, el ancho y el tiempo de contacto entre
las corrientes, se logra ajustando los caudales volumétricos relativos y absolutos de

las tres entradas.
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Figura 5. Esquema de difusidon en sistemas en coflujo de juntura en X utilizando el enfoque
hidrodindmico. Las imagenes de la derecha muestran la evolucién del perfil de concentracién
de cada corriente a lo largo del flujo.

Existen métodos de diferentes niveles de complejidad para el analisis y prediccion del
comportamiento del flujo enfocado hidrodinamicamente. Para fluidos de igual densidad
y viscosidad, impulsados por bombas de caudal controlado, la prediccién del ancho de
la corriente central es particularmente sencilla si las tasas de flujo volumétrico (caudal
Q) de las corrientes de entrada son fijas. En este caso, el ancho de la corriente
enfocada se aproxima mediante la siguiente relacion:

ws o v (Ecuacion 1.6)

w o (,.2Q
(1+*%a)

Donde ws es el ancho de la corriente enfocada, Q.4 es el caudal de las
corrientes laterales, y Qi es el de la corriente central. La relacion entre los

caudales laterales y central, FRR (Flow rate ratio) = q,, /@, es la que regula el
ancho de la corriente enfocada. Considerando que la mezcla efectiva ocurre
cuando las moléculas difunden a través del ancho de la corriente enfocada, se
puede escribir:
jA .
w, = (2Dt)"? (Ecuacion 1.7)
Luego, combinando las Ecuaciones 1.6 y 1.7, el tiempo de mezcla en estas

configuraciones se estima de la siguiente manera:
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W2

i lZD(1 +2Q,,/Q )2J

(Ecuacion 1.8)

La Ecuacion 1.8 indica que, si el ancho de la corriente enfocada se reduce a unos
pocos micrones, el tiempo de mezcla es de milisegundos, lo cual es altamente
deseado para los procesos de nanoprecipitacién. En efecto, se han generado
diferentes nanoparticulas utilizando el enfoque hidrodinamico, donde las mayores
ventajas que aporta la microfluidica son el control del tamafio (a partir del FRR) y la
monodispersidad (Jeon et al., 2017; Karnik et al., 2008; Majedi et al., 2013; Pessoa et
al., 2017).

1.2. Objetivos
Los objetivos especificos de este capitulo son los siguientes:
e Generar corrientes en coflujo y evidenciar el fenomeno de difusion
¢ Analizar la difusién transversal a lo largo del canal.
¢ Observar los efectos que produce el cambio de caudales en el patron de mezcla
en chip de juntura en Y y enfoque hidrodinamico.
¢ Evidenciar la formacion de estructuras mediante difusion molecular, a través de la

sintesis de cristales de carbonato de calcio.

1.3. Materiales y métodos

1.3.1. Fabricacion de los dispositivos

Chip de junturaenY

Para la fabricacion de este dispositivo se utilizé una placa de acrilico transparente con
dos perforaciones de entrada y una de salida, una placa de vidrio (porta objeto de
microscopia) y cinta adhesiva doble contacto acrilica transparente, de 0,25mm de
espesor y 25mm de ancho, resistente a la luz UV y solventes. Las dimensiones de los
canales de seccion rectangular fueron 4mm de ancho, 0,25mm de alto
(correspondiente al espesor de la cinta) y 50mm de longitud. Primero se aplico
cuidadosamente la cinta en la placa de vidrio desde un extremo al otro de la placa,
aplicando presion para reducir el aire atrapado, luego se corté el canal con el disefio
deseado utilizando un bisturi, se retird el sobrante de cinta para liberar el canal y se
coloco la placa de acrilico sin adherir. El chip semi-ensamblado se llevo a estufa a
70°C por 5min con pinzas para ejercer presion y favorecer la adherencia de la cinta al

vidrio. A continuacién se retiré la proteccién de la otra cara adhesiva y se pegé a la
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placa de acrilico para terminar de cerrar los canales con las perforaciones de entrada y
salida alineadas. Nuevamente se aplico calor en las mismas condiciones para terminar
con el proceso, quedando asi un dispositivo tipo “sandwich”. Una vez completo el
pegado del dispositivo se colocaron puertos de entrada y salida para las mangueras,
se utilizd pegamento de cianoacrilato. La Figura 6 muestra un esquema de

ensamblaje del chip.

<«4— Placade acrilico
perforada

<«— Cintaacrilica con
pegamento doble faz

<«4— Porta objeto de vidrio

Figura 6. Panel izquierdo: esquema de ensamblaje del dispositivo de juntura en Y. Panel
derecho: foto del dispositivo armado y conectado a las fuentes de flujo

Chip para enfoque de flujo hidrodinamico

Este dispositivo se fabricé de manera similar al de juntura en Y, mediante ablacién con
laser en PMMA y union a baja temperatura con lamina adhesiva Opticamente
transparente (OCA) de doble cara, como se describe en la literatura (Z. Liu et al,,
2017). Este dispositivo hibrido consistié en una estructura tipo sandwich con placas
superiores e inferiores de PMMA y una capa intermedia de OCA modelada con los
microcanales. Las placas de PMMA de 4mm de grosor se micromecanizaron en una
plataforma laser de CO; (Lasers Cuyana, Mendoza, Argentina) para obtener placas
rectangulares de 30 x 80mm. En una de las placas, se hicieron agujeros para los
conectores mediante perforacidn mecanica. Se utilizaron tubos de cobre niquelado de
1,8mm de diametro externo como conectores en las entradas y salida del chip. La
capa intermedia que contenia los microcanales era, a su vez, un sandwich de dos
cintas OCA (50um de espesor cada una) interconectadas por una lamina transparente
(75um de espesor). La profundidad final de los microcanales se midi6é utilizando un
micrémetro de disco electronico (Schwyz, Suiza), dando como resultado d =175+3um.
El disefio de los canales se realiz6 en un procesador de imagenes, donde se definen
las dimensiones, y el archivo se utilizé para calar los canales en un plotter de corte de
escritorio (Foison lcutter V24, Brasil) (Islam et al., 2015). Para el armado del chip se
limpiaron con alcohol las superficies previamente, se retird una de las laminas que
cubre la cara adhesiva y se comenzé el pegado de un extremo al otro de una de las

placas, procurando retirar el aire que pudiera quedar atrapado, luego se retira la
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segunda lamina de proteccion y se le coloca de manera alineada la otra capa acrilica.
A todo el chip armado se le aplico presion con ayuda de unas pinzas y se llevd asi a
un horno (Yamato, Model ADP310C, Santa Clara, USA) a 45°C por 30 minutos para

terminar el sellado. La Figura 7 muestra un esquema de estructura del chip.

Lamina de

proteccion
/

}Composicién
—— del canal

Lamina de
proteccion

Figura 7. Panel izquierdo: foto de los componentes antes del ensamblaje del dispositivo de
juntura en cruz; el zoom del medio muestra la composicién de la lamina que define los canales.
Panel derecho: foto del dispositivo armado, listo para usar.

1.3.2. Soluciones de trabajo
Los experimentos se realizaron con soluciones acuosas coloreadas y agua destilada.
Se utilizaron colorantes alimentarios en polvo: azul brillante C-DIA S.R.L (Buenos
Aires, Argentina) y amarillo tartrazina Sensient food colors (Hoffman Estates, Estados
unidos). El polvo colorante se disolvi6 en agua destilada utilizando un agitador
magnético IKA C-MAG HS7 (IKA Labortechnik, Brasilia, Brasil). La concentracién de
colorante fue de 4g/L, la cual permiti6 obtener un color intenso y uniforme que
permitiera una mejor visualizacion del coflujo dentro del canal. Para la generacion de
cristales se prepararon dos soluciones acuosas, una de cloruro de calcio 25mmol/L
(CaCl,) y otra de bicarbonato de sodio 100mmol/L (NaHCO,). Se pesaron las

cantidades necesarias y se disolvieron en agua ultrapura bajo agitacién magnética.

1.3.3. Bombeo de los liquidos

Para la inyeccion de liquido en los canales se utilizaron bombas universales de
infusion a jeringas Apema serie PC11U (Buenos Aires, Argentina) las cuales permiten
controlar el caudal volumétrico con precision en un rango desde 0,01 hasta 99,9mL/h.
Previamente se debe configurar correctamente la bomba introduciendo datos como la
longitud de la jeringa a utilizar, el volumen y el caudal que se quiere inyectar en
unidades de mL/h. Se utilizaron jeringas plasticas de 10mL cargadas con las

soluciones. Las jeringas se conectan a las entradas de los canales mediante
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mangueras de silicona y a la salida del canal se conectd una manguera a un recipiente

contenedor.
1.3.4. Analisis de difusion transversal

La difusion transversal de las particulas se cuantificé mediante mediciones 6pticas a lo
largo del coflujo. Para el analisis de difusion transversal se utilizé el chip de juntura en
Y donde se marcaron lineas a Omm, que corresponde al inicio del coflujo en la
interseccién de los canales, a los 10, 20, 30 y 40mm, ésta ultima marca corresponde a
las cercanias de la salida del canal principal. Las mediciones se tomaron siempre en
estas posiciones. En este trabajo sélo se empleé el colorante azul y agua destilada. Se
analizaron los caudales: 0,1, 0,5, 1, 2, 3 y 4mL/h, siempre iguales para ambos fluidos.
Al comienzo de las experiencias y con cada cambio de flujo se necesité un cierto
tiempo hasta que el flujo estuviera totalmente desarrollado y el sistema estabilizado.
Cuando se alcanzé la situaciéon en que la distribucion del colorante no cambiaba con el
tiempo se tomaron imagenes del canal en las cinco posiciones mencionadas. El coflujo
en los canales se registré con un microscopio digital USB de 5Mpx (Origen China). El
dispositivo fue montado sobre un soporte universal para una mejor iluminacion y
captura de las imagenes. En la parte superior, el microscopio se sujeté con otro
soporte ubicado en posicidon vertical por sobre el dispositivo. Se analizaron las
imagenes para los distintos caudales y secciones del canal, se obtuvieron perfiles de
intensidad de color analizando todo el ancho del canal (direccién x).

Para el procesamiento de las imagenes se utilizé la herramienta de analisis y edicion
ImageJ© software (National Institutes of Health, USA) y se obtuvieron perfiles de
intensidad de color, valores altos corresponden a tonos claros en la imagen y valores
bajos a tonos oscuros. El programa brinda datos numéricos que fueron procesados
con el complemento Solver de Microsoft Excel 2010, con el algoritmo Evolutionary, el
que permite obtener minimos totales de las funciones evaluadas. Se analizaron los
datos experimentales de intensidad de color (lo cual se corresponde con cambios en la
concentracion de colorante), en funcion de la posicion (ancho del canal). Los datos
experimentales tomados a distintas posiciones del canal se relacionan con el tiempo
de difusion. Para las regresiones se utilizé la Ecuacion 1.9, expresion equivalente a la
Ecuacion 1.4, suponiendo que se mantiene una proporcionalidad directa entre

intensidad de luz y concentracion:

I=a+b erf[xv;c) (Ecuacién 1.9)
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Con esta hipdtesis, / es la intensidad de color, a es la intensidad de color minima (/min)

y b=1,, -1, (siendo Ima la intensidad de color maxima), ¢ representa el punto de

inflexion en la curva de intensidad de colory W = 2\/5.

1.3.5. Sintesis de cristales

Se utilizé el chip de juntura en Y antes descripto. Las soluciones toman contacto en el
canal comun de salida donde comienza el fendmeno de difusion molecular generando
cristales de carbonato de calcio mediante la siguiente reaccion quimica (Chia et al.,
2011):

CaCly(ac) + Na2CO3(ac) — CaCOas) + 2NaClac)

Los caudales utilizados fueron los siguientes, 0,5, 1 y 5mL/h, siempre iguales para
ambos fluidos, comenzando a trabajar desde el flujo mas alto al mas bajo. Mediante la
utilizacion de un microscopio digital USB de 5Mpx (Origen China) se tomaron
imagenes en las cercanias de la salida del canal una vez transcurridos 5 minutos

desde el inicio de cada ensayo.
1.3.6. Desarrollo de enfoque hidrodinamico

Se utilizd el dispositivo con configuracién en X, por el canal central se hizo circular la
corriente coloreada en amarillo y por los canales laterales la solucion de color azul.
Para analizar el enfoque hidrodinamico y su efecto en la difusién se establecié un
mismo caudal total y se fueron variando las relaciones de caudales (FRR) y luego para
un FRR fijo, el caudal total se fue variando. Al comienzo de las experiencias y con
cada cambio de flujo se esperd un cierto tiempo hasta que el flujo estuvo totalmente
desarrollado. Cuando se alcanzé un patrén de flujo estable y una distribucién de
colorante homogénea en el tiempo se tomaron imagenes con un microscopio digital
USB de 5Mpx (Origen China) y/o camara digital de alta resolucion (Nikon Coolpix
B700).

1.4. Resultados y discusién
1.4.1. Andlisis de coflujo en chip de junturaen Y

La experiencia consistio en la inyeccion de dos liquidos de similar densidad vy
viscosidad, pero uno de ellos con colorante azul, observando el comportamiento del
sistema a diferentes caudales, comprendidos entre 0,1 y 4mL/h. Se analiz6 la difusién
transversal en diferentes partes del canal principal. En el analisis se detectaron las

posiciones de los bordes laterales del canal con el fin de alinear todos los perfiles de
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intensidad. Esto fue necesario debido a variaciones en la ubicacién del microscopio
durante el experimento.

A simple vista se observaron perfectamente las corrientes paralelas. A caudales bajos
se pudo diferenciar una mayor difusién y mezcla en la interfaz liquido-liquido, siendo
mayor al aproximarse a la salida del canal (Figura 8a). Este fenédmeno se evidencio
como un cambio colorimétrico en la interfaz (franja de color celeste como resultado de
la atenuacién del color azul intenso producto de la difusién). En cambio, a caudales

mas altos se observo una interfaz bien definida y de espesor despreciable (Figura 8b).

Figura 8. Panel izquierdo: imagen del coflujo en configuracion en Y tomada con una camara
digital. Panel derecho: imagenes tomadas con el microscopio en la seccion final del canal (a)
4mL/h (b) 0,1mL/h.

En la Figura 9 se presentan los resultados experimentales de intensidad de color en
funcién de la posicion x para los distintos caudales evaluados. Se observd que los
perfiles de intensidad de color son muy similares para los caudales 2, 3 y 4mL/h en las
diferentes secciones del canal, mientras que en los perfiles de intensidad de color
correspondientes al caudal de 1mL/h comienza a notarse una linea de menor
pendiente (curva mas aplanada) entre los valores maximos y minimos de intensidad
en las posiciones mas alejadas (30mm y 40mm). Finalmente los perfiles de intensidad
de color correspondientes a los caudales 0,5 y 0,1mL/h son notablemente mas suaves
debido a la presencia de valores intermedios de intensidad entre el maximo y el
minimo en todas las secciones del canal evaluadas, como producto de un mayor

tiempo de difusion. Estos mismos resultados experimentales se presentan en la
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Figura 10 comparando como varian los perfiles de difusion a medida que cambia el
caudal en cada una de las posiciones y a lo largo del canal. Se observa un cambio
notable en los perfiles de difusiéon para el caudal de 0,1mL/h, el cual permite una
mayor difusion desde el inicio del coflujo.

La Figura 11 muestra curvas tipicas de intensidad de color en funcion de la distancia x
transversal al canal. Los simbolos son resultados experimentales y las lineas

representan la Ecuacioén 1.9.
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Figura 9. Intensidad de color en funcion de la posicion x transversal al canal (escala: 800
pixeles = 4mm) a diferentes caudales. (a) 0,1mL/h, (b) 4mL/h.
Posiciones y a lo largo del canal: == Omm, == 10mm,== 20mm, == 30mm, ==40mm.
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Figura 10. Resultados experimentales de intensidad de color en cada una de las posiciones y a
lo largo del canal en funcion de la posiciéon x transversal al canal (escala: 800 pixeles = 4 mm).
(a) Omm, (b) 40mm.
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Figura 11. Curvas tipicas de intensidad de color en funcion de la posicion x transversal al canal
(escala: 800 pixeles = 4 mm). Los simbolos (®) son resultados experimentales y las lineas rojas
representan la Ecuacion 1.9, en posicion y de 40mm para el caudal (a) 0,1mL/hy (b) 4mL/h.
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Se observa que en todos los casos analizados se obtuvo un buen acuerdo entre los

datos experimentales y el modelo utilizado. La magnitud W = 2\/ﬁ aumenta a medida
que aumenta la distancia y a lo largo del canal, para todos los caudales analizados.
Este comportamiento es el esperado dado que el tiempo de difusion t se relaciona con

la distancia y al inicio del coflujo de la siguiente manera:

w = 2,/DyA/Q (Ecuacién 1.10)

Esto se debe a que t = y/v = yA/Q, donde v es la velocidad promedio del fluido y A

es el area transversal del canal. Finalmente, en la Figura 12 se presentan los valores
del ancho de la zona de difusion w en funcién de la posicién y a lo largo del canal, la
cual equivale a diferentes tiempos de difusiéon. Es interesante notar que la relacién w
vs y es practicamente lineal en todos los casos, tal como predice la Ecuacién 1.10.
Una vez mas, los resultados del analisis presentan un buen acuerdo con el modelo
utilizado para identificar los parametros que controlan el proceso de mezcla por
difusion.

En sintesis, a través de estas experiencias y analisis se pudieron comprobar dos
cuestiones influyentes. Por una parte, independientemente del caudal, a mayor
distancia recorrida se produce mayor difusion. Por otra parte, para una dada posicion

y, se observo que a mayor caudal la eficiencia de mezclado disminuye.
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Figura 12. Ancho caracteristico de la zona de difusién (w) obtenidos a partir del ajuste de los
datos experimentales, en funcién de la posicion y a lo largo del canal, para todos los caudales
evaluados= 0,1mL/h, ==0,5mL/h,= 1mL/h,== 2mL/h, 3mL/h,= 4mL/h.

50



Capitulo 1

1.4.2. Sintesis de cristales

La experiencia consistié en la inyeccion a caudales controlados de dos soluciones con
los reactivos necesarios para sintetizar cristales de carbonato de calcio en un
dispositivo microfluidico de juntura en Y, y se observé el comportamiento del sistema a
diferentes caudales evaluados. A simple vista se pudo notar una suave linea gris en la
zona de interdifusion de los reactivos, debido a la formacion y precipitacion de cristales
en la interfaz liquido-liquido, siendo mas pronunciada en las proximidades de la salida
del canal. Al microscopio se pudieron observar pequefias particulas de cristales y
cémo en el menor caudal evaluado aumentaba la densidad de cristales en la zona de
difusién. En la Figura 13 se presentan las imagenes tomadas durante el ensayo.
Efectivamente, el menor caudal permite un mayor tiempo de interdifusion y por lo tanto
un mayor rendimiento de nucleacion y posterior precipitacion.

Vale la pena mencionar que el experimento reproduce resultados publicados con
anterioridad en dispositivos similares (Chia et al., 2011). Aqui el objetivo es analizar
como el control de la difusidon determina le eficiencia de la reaccidén quimica, lo cual es

basico para los desarrollos de los capitulos siguientes en esta Tesis.
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Figura 13. Imagenes de los cristales de carbonato de calcio formados a distintos caudales. (a)
5mL/hy (b) 0,5mL/h.

1.4.3. Enfoque hidrodinamico
En las imagenes de la Figura 14 se muestra el desarrollo del enfoque hidrodinamico
en el dispositivo en X. Se puede notar claramente que manteniendo la misma relacién
de caudales (FRR) pero modificando el caudal total (Q total) se puede controlar la
rapidez de la mezcla. Dado que la difusién molecular es mayor en el menor Q total
evaluado, es posible observar la zona de color verde en la interface producto de la

mezcla de los colorantes en las cercanias del inicio del coflujo (Figura 14a). Por el
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contrario, manteniendo un mismo Q total y modificando el FRR se puede regular el
ancho del enfoque (Figura 14b) y de este modo la distancia de difusion de las

especies y la reaccion involucrada. Al aumentar el FRR el ancho del enfoque ws se

hace mas delgado, tal como indica la Ecuacion 1.6. Asimismo, se observa
experimentalmente la prediccion de la Ecuacién 1.8, la cual indica que el tiempo de
difusién se reduce a medida que disminuye el ancho de la corriente enfocada. Esta
técnica ofrece una estrategia atractiva para hacer nucleaciones uniformes para
diferentes aplicaciones, principalmente para la implementacién de la nanoprecipitacion

y autoensamblaje (Baby et al., 2017).

Q total (mL/h) 0,03 0,3 1,5

FRR 2 2 2

(a)

Q total (mL/h)
FRR

(b)

Figura 14. Imagenes del enfoque hidrodinamico, (a) tomadas con un microscopio digital USB y
(b) con camara digital de alta resolucion.

1.5. Conclusiones parciales

Se construyeron dispositivos de microfluidica que permiten generar coflujos en
diferentes configuraciones de canales. Fue posible verificar, a través del uso de
soluciones coloreadas, andlisis de imagen y sintesis de cristales, (i) que se produce
difusién molecular en la interfaz de dos soluciones miscibles diferentes en toda la
longitud del canal principal de salida y (ii) que la zona de difusién es altamente
dependiente del caudal total aplicado y de la relacién de caudales entre las corrientes.

Se demostré6 que es posible controlar las reacciones como la cristalizacion,
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manipulando las velocidades de los fluidos involucrados. Por otra parte, se concluye
que la geometria en Y simple no es ideal para lograr una mezcla rapida completa,
mientras que el enfoque hidrodinamico permite disminuir el ancho de difusién en la
corriente central, y por lo tanto el tiempo de mezcla, tanto como se desee, siendo el

ancho del canal el factor limitante.
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Efecto de la gravedad sobre el enfoque

hidrodinamico.
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2.1. Introduccion

Como se describié antes (Seccion 1.4), la precipitacion se ha utilizado ampliamente
para la preparacion de NPs poliméricas destinadas a varias aplicaciones biomédicas,
agricolas, alimentarias y cosméticas. La técnica de nanoprecipitacion se basa en la
reduccién de la capacidad de un solvente de mantener en solucion los precursores de
las NPs. Esta reduccion ocurre por la mezcla con otro solvente en el cual los
precursores no son solubles dando lugar a la nucleacion y posterior agregacién de los
precursores que termina en la formacion de NPs. El solvente y no solvente son
generalmente fases organicas y acuosas. Las fases organicas mas utilizadas son
etanol, acetona, hexano, cloruro de metileno o dioxano, aunque algunos solventes
organicos no estan permitidos para usos biomédicos. La fase acuosa mas comun es el
agua (Martinez Rivas et al., 2017).

Se pueden modificar diferentes parametros durante el proceso de nanoprecipitacion
para obtener una formulacién con las caracteristicas deseables en términos de
tamafo, estabilidad de almacenamiento, encapsulacion del bioactivo y cargas
electrostaticas. Por ejemplo, la manera en que ocurre la sobresaturacion afecta las
propiedades finales de las NPs, una baja sobresaturacién forma pocos nucleos
estables, mientras que la alta sobresaturacion produce una gran cantidad de nucleos
muy pequefios (Miladi et al., 2014). Para lograr particulas monodispersas de reducido
tamafo se requiere una nucleacién casi instantanea, esto se lograria alcanzando
tiempos de mezcla de las fases del orden de milisegundos, para asi garantizar una
sobresaturacion uniforme junto a la difusién molecular asociada de los componentes
(Lince et al., 2008). El proceso de mezcla (esquematizado en la Figura 3 de la
Seccién 1.4.), debe ser extremadamente rapido en comparacion con la velocidad de
nucleacién de las NPs.

Cuando se realiza la nanoprecipitaciéon por el método convencional (Figura 15a),
mediante la adicidén gota a gota del no solvente en la solucién polimérica, se induce un
cambio continuo en la composicion de la mezcla de soluto/solvente/no solvente y esto
causa una sobresaturacion local por lo que la nucleacion y el crecimiento de particulas
pueden iniciarse en la zona donde cae la gota antes de que pueda ocurrir la mezcla
completa (Lepeltier et al., 2014). Por lo tanto, se investigan diferentes metodologias
para lograr un mejor control de la mezcla de las fases. En tal sentido, la microfluidica
permite la implementacion de un proceso de nanoprecipitacion controlado por medio
del enfoque hidrodinamico presentado en el capitulo anterior (Secciones 1.1.1 y 1.4.3)
e ilustrado en la Figura 15b. La técnica permite generar en la microescala el

autoensamblaje y nanoprecipitacion (Martinez Rivas et al., 2017), los cuales requieren
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que el tiempo de mezcla sea del orden de milisegundos. Cuando el ancho de la
corriente enfocada (ws) es micrométrico, la interdifusion a través de la interfaz entre las
corrientes permite una rapida mezcla y el consiguiente desplazamiento del disolvente,
que desencadena la nucleacion de precursores y el crecimiento de NPs (Baby et al.,
2017).

(a) (b)

Antisolvente

Bioactivo

* e
. . S 0,0, 0. p 2 2, ,°

en solucién
NPs

NPs Antisolvente
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Antisolvente <——— |

Bioactivo

Biopolimero
en solucién

Figura 15. Representaciéon esquematica de las técnicas de nanoprecipitacion: (a) Método
convencional por goteo. (b) Enfoque hidrodinamico en un chip de microfluidica.

El enfoque hidrodinamico es una importante técnica en el area de la microfluidica.
Para aprovechar sus beneficios es crucial lograr un control sobre los parametros
involucrados, a los efectos de predecir con precisidon el ancho de la corriente enfocada
(Tripathi et al., 2014). Los modelos analiticos disponibles describen con claridad el
ancho de enfoque en funcién de los caudales impuestos (Knight et al., 1998; Wu &
Nguyen, 2005), pero estan limitados a fluidos de igual densidad, a pesar de que varias
aplicaciones emplean liquidos con diferentes propiedades.

El efecto del contraste de densidades en el enfoque de flujo depende en gran medida
de la orientacién del chip en relacion con el campo gravitacional. Si el canal de
enfoque es transversal a la gravedad, el patrén de enfoque del flujo se ve seriamente
perturbado, debido a que las corrientes intercambian sus posiciones de acuerdo con la
densidad relativa de los fluidos. Curiosamente, este efecto ha sido explotado para
regular la relacién de mezcla en microcanales en forma de H (Norouzi et al., 2016). Si
el canal de enfoque esta orientado verticalmente, el patrén de enfoque de flujo se
mantiene, pero difiere del enfoque que se desarrolla cuando los fluidos son de igual
densidad y la magnitud de este efecto depende del contraste de densidades de los
fluidos, asi como del caudal de las corrientes laterales y de la relacion de caudales de
la corriente enfocada y laterales. Este efecto se ha observado previamente a partir de
simulaciones numéricas (Hajian & Hardt, 2015). Sin embargo, una relacién entre el
ancho de la corriente enfocada y los caudales para fluidos de diferentes densidades

aun no se ha informado en la literatura, segun nuestro conocimiento.
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2.2. Objetivos
Los objetivos especificos de este capitulo son los siguientes:

¢ Predecir cuantitativamente el ancho de enfoque considerando el contraste de
densidad entre los liquidos en un dispositivo con microcanales rectangulares.
e Verificar las predicciones tedricas con datos experimentales en una amplia

gama de condiciones de operacion.

2.3. Desarrollo experimental
2.3.1. Materiales

Se utilizé etanol (C2HsO; 99,5%) vy el cloruro de sodio (NaCl; grado analitico) marca
Cicarelli (San Lorenzo, Argentina). El colorante sintético azul brillante fue de Sensient
Food Colors Latin America (Lerma de Villada, México). El agua destilada fue obtenida
en nuestros laboratorios. Las capas de polimetilmetacrilato (PMMA) se adquirieron en
Acrimev (Santa Fe, Argentina). Se utilizd6 un adhesivo épticamente transparente de
doble cara (OCA), producto 3M™ 8146-2, fue de Thorlabs (EE.UU.). Se compraron
jeringas (60mL para usos médicos), accesorios (tubos de cobre niquelado de 1,8mm

de didmetro externo) y tubos (Teflén ID 1,5mm e ID 0,35mm) en el mercado local.
2.3.2. Fabricacion del dispositivo microfluidico

Los dispositivos de microfluidica se fabricaron como se describe en la Seccién 1.3.1
del Capitulo 1. La Figura 16 esquematiza el dispositivo hibrido de estructura tipo
sandwich con espesor del canal d = 175um, ancho del canal de salida w = 3mm y
ancho de los canales de entrada de 1mm. La longitud del canal de enfoque fue de

43mm. La relacion de aspecto del canal principal fue w/d ~17.
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Corriente

enfocada
Corr'\ente
de enfoque
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Figura 16. Representacion esquematica del dispositivo hibrido multicapa, enfatizando la region
de la interseccidon de microcanales. La corriente del fluido de muestra (densidad ps, viscosidad
Ms) se inyecta al caudal gs. Las corrientes de fluido de la cubierta (densidad psh, viscosidad psh)
se inyectan simétricamente al caudal g, /2. Las dimensiones geométricas son las siguientes: ws

es el ancho de la corriente enfocada, ws, es el ancho de los flujos de enfoque, w es el ancho
del microcanal y d es la profundidad del microcanal (dibujo fuera de escala) (figura modificada
de Giorello et al., 2020).

2.3.3. Fluidos de trabajo

El fluido de las corrientes laterales fue agua destilada (o = 998kg.m™, y = 1mPas) en

todos los experimentos. Los fluidos de la corriente enfocada fueron etanol (o
789kg.m3, u = 1,18mPas) (Lide et al., 2004), solucién acuosa de NaCl, 20% m/v (p
1148kg.m?3, u = 1,40mPas) (Kestin et al., 1981) o agua destilada. El ultimo se usé

como referencia, porque no se esperan efectos de gravedad cuando todos los liquidos
involucrados son de igual caracteristica. Todos los parametros fisicoquimicos de los
fluidos corresponden a 20°C y a la presiéon normal, condiciones en las que se
realizaron los experimentos. Se afadid un colorante azul al fluido de la corriente

enfocada para el contraste de la imagen.

2.3.4. Configuracion experimental

Para bombear los liquidos se utilizé un sistema controlado por presion hidrostatica,
como se sugiere para operaciones que requieren flujos altamente estables (Groisman
et al.,, 2003). En el siguiente capitulo se detallara el desarrollo de un modelo
matematico y el disefio de un sistema de bombeo accionado por gravedad para
predecir con precisién el ancho de enfoque en funcién de las alturas de columna
hidrostatica. Brevemente, los liquidos de trabajo se colocaron en jeringas de plastico
que se utilizaron como depdésitos. Se fijaron a un soporte deslizante en rieles verticales

montados con reglas precisas. El gran tamafio de la jeringa evita la variacion de nivel
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durante las corridas experimentales. Las salidas de las jeringas se conectaron a tubos
largos de teflon, cuyas resistencias hidrodinamicas son mucho mas grandes que las
del chip microfluidico. Se lograron relaciones precisas entre la altura hidrostatica (h) y
el caudal (q) proporcionado por cada columna de liquido. Para una h dada, q se
calculd después de medir en una balanza de laboratorio el fluido recogido durante un
intervalo de tiempo definido. Los resultados fueron: g = 0,139h — 0,083 para agua, q =
0,0985h — 0,293 para etanol, y g = 0,111~ — 0,135 para la solucién salina, con g en
mL/h y h en cm. Estas curvas de calibracion permitieron calculos precisos del caudal
para diferentes niveles de las columnas hidrostaticas. Las entradas de chips se
conectaron a los brazos respectivos de las columnas de fluido. Se verifico que el
caudal total en la salida del chip coincidia con la suma de los caudales de cada brazo,
con un error inferior al 6%. También se verificé que, para un caudal dado, se logra el
mismo ancho de enfoque utilizando bombas de jeringa para conducir los fluidos.
Durante las corridas experimentales, se tomaron imagenes de los patrones de enfoque
de flujo desde una vista superior de los microcanales (planos xy en la Figura 16)
utilizando una camara digital de alta resolucién (Nikon Coolpix B700). El ancho de
enfoque ws se determind en las imagenes grabadas utilizando el software ImageJ©
(National Institutes of Health, EE.UU.). Para minimizar el efecto de la interdifusion, se
tomaron imagenes cerca de la interseccion de los microcanales, inmediatamente
después de que el patron de flujo se desarrollara por completo. Para cada muestra, se
realizaron diez mediciones de ws en las imagenes grabadas, luego se calculé el valor

promedio y la desviacion estandar.
2.4. Resultados y discusion
2.4.1. Planteo del problema

En esta seccion se ilustra la accién de la gravedad sobre el desarrollo del flujo de
enfoque hidrodinamico (Figura 17), mediante el uso de un conjunto de experimentos
disefados para este propoésito. Ademas, se presenta brevemente el modelo analitico
disponible para comprender mejor el problema planteado. Como se describe en la
seccion anterior, los chips fabricados tienen microcanales rectangulares con una
profundidad mucho menor que el ancho. El enfoque del flujo se logra en una
interseccidn transversal, donde la corriente central estd confinada por dos flujos
laterales (Figura 16). El canal central se alimenta con el fluido de muestra (densidad
Ps, Vviscosidad us) a la velocidad de flujo gs, y los canales laterales se alimentan con el

fluido de enfoque (densidad psn, viscosidad us») a la velocidad de flujo g, /2. Para

fluidos de igual densidad ( p, = pg, ) que fluyen en el régimen laminar, el ancho relativo
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de la corriente enfocada obedece a la siguiente expresion (Larsen & Shapley, 2007;
Wu & Nguyen, 2005),

w 1
— = (Ecuacion 2.1)
w 1+qi /ush

ds Hs

donde la relacion de caudales q,,/q, es el parametro operativo critico.

También se han informado estudios sobre la influencia de la relacion de viscosidades
con aplicaciones interesantes (Cubaud & Mason, 2008; Nguyen et al., 2008). En

particular, si u, = 1, la Ecuacion 2.1 se simplifica a la expresion propuesta para

fluidos con propiedades iguales (G. Lee et al., 2006; Stiles et al., 2005), que se emplea
comunmente para controlar el ancho de enfoque (luego el tiempo de mezcla en

nanoprecipitacion) al controlar la relacion q, /g, (Karnik et al., 2008; Leung & Shen,

2018; Tresset et al., 2013).
La Figura 17 muestra una serie de experimentos que se realizaron con la relacién fija

9s»/9s =2 mientras se explora diferentes orientaciones del chip en relacion con la

aceleracion de la gravedad (g). En todos los casos, el sistema de referencia esta
montado en el chip, y el eje “y” coincide con la velocidad del fluido en el canal de
enfoque. El liquido de las corrientes laterales siempre fue agua. Los fluidos de la
corriente central fueron etanol (menos denso que el agua) o la solucion salina acuosa
(mas densa que el agua). Como referencia, una corriente de agua coloreada también

fue enfocada por corrientes de agua, que conducen a w,/w=1/3

independientemente de la orientacién del chip, de acuerdo con la prediccién de la
Ecuacion 2.1.

Cuando la direccion del flujo coincidié con la aceleraciéon de la gravedad (Figura 17a),
el ancho de la corriente enfocada de etanol fue sustancialmente mas ancho que el del
agua a la misma relacion de caudal, mientras que el ancho de la solucién salina
resulté mas estrecho que el del agua. Cuando la direccién del flujo fue opuesta a la
aceleracién de la gravedad (Figura 17b), la corriente enfocada de etanol resulté mas
estrecha que la del agua, mientras que el ancho de la solucién salina fue mas ancho
que el del agua. Para fluidos con distintas densidades, la gravedad induce velocidades
diferentes en cada flujo (Hajian & Hardt, 2015), lo que resulta en una variacion del
ancho de enfoque en relacion con el caso de fluidos con igual densidad. Vale la pena
sefalar que, aunque el ancho de enfoque del etanol y la solucion de sal se apartaron
de la predicciéon de la Ecuacioén 2.1, el flujo vertical conservo el patron constante de

tres capas paralelas.
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En contraposicion, cuando el flujo fue transversal a la gravedad, con el plano xy del
chip orientado verticalmente, el patrén de tres capas fue inmediatamente perturbado
(Figura 17c), dado que los fluidos cambian de posicion debido a la
flotacion/hundimiento del fluido menos denso/mas denso. En el caso del etanol, la
corriente azul gradualmente se dirigid hacia la region superior del microcanal, mientras
que el agua se desplazé hacia el fondo. Lo contrario sucedié en el caso de la solucion
salina: la corriente enfocada se hundié hacia la parte inferior del microcanal. Como se
esperaba, el patron de enfoque de flujo permanecié sin perturbaciones cuando se usoé
agua como fluido de muestra (Figura 17c).

El flujo transversal a la gravedad admite otra configuracion: el plano xy del chip
ubicado horizontalmente (Figura 17d). En este caso, el fluido menos denso se
expandio a lo largo de la parte superior del canal, sobre la corriente de agua, que, a su
vez, se acomodod en el fondo del canal. En consecuencia, el patrén inicial de tres
capas paralelas se convirti6 gradualmente en un dominio de dos capas superpuestas.
Durante el proceso, la corriente enfocada adoptd una forma de seccion transversal
triangular, que se manifest6 como un ensanchamiento aparente de la corriente
coloreada (Figura 17d). Se observaron las mismas caracteristicas en el caso de la
solucién salina, donde la corriente mas densa se expandié en el fondo del canal.
Ademas, en esta configuracion, cuando se us6 agua como muestra, el patrén de
enfoque de flujo permanecié intacto (Figura 17d).

Es evidente que la gravedad juega un papel notable cuando los fluidos de trabajo
tienen diferentes densidades, incluso en el flujo confinado del microcanal. Las
orientaciones mostradas en las Figuras 17c y d pueden ser perjudiciales para el logro
de un enfoque de flujo uniforme; sin embargo, se pueden inferir ideas para nuevas
aplicaciones a partir de estos flujos estratificados. Por ejemplo, el control basado en la
orientacion de la mezcla (Norouzi et al., 2016), el flujo de revestimiento vertical para
inmunoensayos basados en difusién (Kurmashev et al., 2019) y el fraccionamiento de
micro y NPs en coflujos (Salafi et al., 2017); todos ellos con grandes potenciales en los
campos de sensores y actuadores. Por otro lado, las orientaciones que se muestran en
las Figura 17a y b son adecuadas para lograr corrientes enfocadas uniformes y
estrechas, como las requeridas para la nanoprecipitacion microfluidica (Karnik et al.,
2008; Leung & Shen, 2018; Ni et al., 2017; Thiele et al., 2010; Tresset et al., 2013).

Sin embargo, el ancho de la corriente enfocada no puede describirse mediante los
modelos analiticos disponibles, que solo consideran fluidos de igual densidad. En lo
que sigue derivamos una ecuacion para predecir cuantitativamente el ancho de

enfoque de fluidos con densidades diferentes.
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Figura 17. Imagenes de flujo enfocado en el microcanal para diferentes orientaciones del
campo de flujo (flechas azules) en relaciéon con el campo gravitacional (flechas verdes). En
todos los ejemplos, el fluido de las corrientes de enfoque era agua (transparente), mientras que
el fluido de la muestra (azul) era alternativamente etanol, solucién salina o agua. (a) Flujo
enfocado en la direccion de la gravedad (flujo hacia abajo). (b) Flujo enfocado en la direccion
opuesta de la gravedad (flujo ascendente). (c) Enfoque de flujo transversal a la gravedad, con
el chip en un plano vertical. (d) Enfoque de flujo transversal a la gravedad, con el chip en el
plano horizontal (figura modificada de Giorello et al., 2020).

2.4.2. Modelo teérico
Se aplicé un modelo simplificado para investigar el enfoque del flujo en microcanales
rectangulares que estan alineados con el campo gravitatorio, con el flujo hacia arriba o
hacia abajo. Se supone que el flujo es estacionario, perfectamente laminar (niUmeros

de Reynolds relativamente bajos; (Re = p,,q,,/us,w), Y libre de inestabilidades

hidrodinamicas (mas adelante se brindan mas discusiones sobre este aspecto). El
dominio de analisis comprende el flujo en el canal de enfoque, una vez que el patrén
de enfoque se desarrolla completamente después de la interseccion transversal.
Ademas, para el sistema aqui considerado, la relacién de aspecto del microcanal fue
d/w << 1. Bajo estas condiciones, se satisface un flujo Hele-Shaw unidireccional

(White & Majdalani, 2006), con la velocidad del fluido en la direccion y (Figura 17). Las
corrientes laterales y la corriente enfocada se pueden considerar como flujos paralelos
separados por paredes virtuales (interface de agua-muestra-agua), que se supone que
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son planas, con una tension interfacial insignificante y no perturbadas apreciablemente
por la interdifusion en el area de analisis. Por lo tanto, la conservacién de materia en
cada corriente impone que §; =<Vs>Wsd Yy Qe = <Vsh>2Wshd, donde <Vs> y <Vsh> son
las respectivas velocidades promedio del fluido (Bruus, 2007; White & Majdalani,
2006). Teniendo en cuenta que w, + 2w, =w, el cociente de estos caudales da como

resultado,

Ws 1 (Ecuacion 2.2)

w 1+ 9sh <VS>
qs <Vsh>

Las velocidades de fluido promediadas se calculan independientemente sobre el area
de la seccion transversal de cada corriente, para una caida de presion dada a lo largo

del canal de enfoque. Para fluidos de igual densidad, el célculo resulta,

<Vs> _ Hsn
<Vsh> M

(Ecuacion 2.3)

Introduciendo esta relaciéon de velocidad en la Ecuacién 2.2 conduce a la Ecuacion 2.1
(Larsen & Shapley, 2007; Tripathi et al., 2014; Wu & Nguyen, 2005).

En este andlisis, para tener en cuenta el contraste de densidad de los fluidos,
consideramos la presion generalizada que incluye tanto la presion aplicada (p) como la
contribucién de las fuerzas gravitatorias a lo largo de la trayectoria del flujo (ogy)
(Bruus, 2007; White & Majdalani, 2006). Por lo tanto, para el flujo alineado con la
gravedad, la velocidad promedio de la seccion transversal de cada corriente resulta

ahora,

d* (op N

<Vs> = _12,[15 [_ay + ,059] (Ecuacion 2.4a)
d* (9 N

<Vsh> -7 124, {_65 + Psth (Ecuacion 2.4b)

Una consideracion clave aqui es que la presion diferencial que surge entre las
corrientes de diferentes densidades se compensa mediante un ajuste de la resistencia
hidrodinamica de cada corriente, lo que conduce a una variacién de los anchos de la
corriente, de modo que las caidas de presion se vuelven uniformes a través del plano

xz (Figura 17). Las variaciones de ws y ws, estan acopladas, ya que la restriccion
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w, +2w,, =w debe cumplirse. Bajo estos supuestos, las Ecuaciones 2.4a y 2.4b

pueden integrarse entre posiciones arbitrarias a lo largo de la direccion del flujo, y el

cociente de las velocidades promedio de los fluidos ahora resulta,

2
<<VVs>> _ /:lsh + (Ps<I:/_ />Os) 192":2 (Ecuacion 2.5)
sh s sh s

La Ecuacion 2.5 tiene un término adicional en relacion con la Ecuacion 2.3. El signo
menos corresponde al flujo hacia abajo (Figura 17a) y el signo mas corresponde al
flujo hacia arriba (Figura 17b). En ambos casos, la accién de la gravedad aumenta la
velocidad diferencial entre las corrientes de flujo. También se observa que el término
gravitacional es inversamente proporcional a la velocidad promedio del fluido de
enfoque, es decir, el efecto de la gravedad aumenta cuando Re disminuye (los valores

practicos se dan en la siguiente seccion).
La conservacion de masa todavia impone que Qg = <vs>Wsd y Qg = <Vsh>2Wshd- Por

lo tanto, introduciendo la Ecuacion 2.5 en la Ecuacidn 2.2 se obtiene la siguiente

expresion para el ancho de enfoque relativo,

Ws _ L (Ecuacion 2.6)

w 1+ shHsh |:1$ (psh - ps)qG(»] _Wsji|
qsys Psh qsh w

que se escribe como una ecuacion implicita para facilitar la comparacion con la
Ecuacion 2.1. El efecto de la gravedad resulta condensado en el segundo término
entre los corchetes de la Ecuacion 2.6. En primer lugar, el ancho de enfoque depende

de la diferencia de densidad entre los fluidos (pg, — p.). Consistentemente, todo el

término se anula para fluidos de densidad equivalente y se recupera la Ecuacién 2.1.

En segundo lugar, el ancho de enfoque depende del caudal absoluto g, (0
equivalentemente, del Re), aparte de la relacion g, /q, . En tercer lugar, aparece un

nuevo parametro del sistema,

— pshgd3W

Ecuacion 2.7
121 ( :

9c

que se define como el caudal gravitacional. Este parametro representa la velocidad de

flujo en el canal de enfoque debido al peso de su propio liquido (lleno con el fluido de
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las corrientes laterales y alineado con la gravedad). En la Ecuacion 2.6, g, equilibra la
influencia de la gravedad en relacion con el g, aplicado.
Finalmente, para escribir una expresion explicita de w,/w, la Ecuacion 2.6 se

reorganiza como una ecuacién cuadratica y luego se resuelve de la siguiente manera,

1
w, _—[1+a(18)]+ {[1+a(1¢,3)]2 J_r4aﬂ}/2 (Ecuacion 2.8)
w +4ap

donde a:qsh/ush/(qsﬂs) y ﬂ:(pshfps)qG/(pshqsh)' Las prediCCioneS de la
Ecuacion 2.8 se analizan a continuacién, para describir mejor la influencia de los

parametros de control, y luego se comparan con los datos experimentales.

2.4.3. Predicciones del modelo

En primer lugar, vale la pena resaltar que el ancho de enfoque relativo de los fluidos
con densidades diferentes, segun la Ecuacion 2.8, depende de cuatro relaciones

adimensionales, que se pueden resumir en la siguiente forma funcional,

Ws _ f(q—s"&&q—c"} (Ecuacién 2.9)
w qs /'ls ps qsh

Como una contribuciéon novedosa en relacion con trabajos anteriores (Knight et al,
1998; Cubaud & Mason, 2008; Larsen & Shapley, 2007; G. Lee et al., 2001, 2006;
Nguyen et al., 2008; Tripathi et al., 2014; Wu & Nguyen, 2005), este modelado
introduce la influencia de p_, /p, ¥ q5/q - Precisamente, como los efectos de las
relaciones q,/q, Y wug /1, Ya son bien conocidos, en lo que sigue discutimos la
influencia de p,,/p, (Figura 18) y q./q,, (Figura 19). En consecuencia, usamos
Gsnitsn/(@suis) COMo la abscisa en las gréficas, para discriminar claramente los
efectos del contraste de densidad de fluidos.

La Figura 18a muestra la prediccion de la Ecuacion 2.8 para diferentes valores de
ps/ps, » PAra la configuracion ilustrada en la Figura 17a. La variacion del ancho de
enfoque con la densidad del fluido de la muestra es notablemente descripta por el
modelo: cuando el flujo se alinea con la gravedad, el ancho de la corriente central se
amplia para p,/p,, <1 (etanol) y se estrecha para p,/p,, >1 (solucion salina). La
Figura 18b muestra la prediccion de la Ecuacion 2.8 para la configuracion
experimental ilustrada en la Figura 17b. El modelo predice nuevamente la tendencia

experimental: ahora el ancho de la corriente central se estrecha para fluidos menos
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densos y se amplia para fluidos mas densos. Las Figuras 18a y b muestran la
simetria involucrada en el modelo con respecto a la accion de la gravedad: en la
Ecuacion 2.8, invertir la orientacién del chip para un par dado de fluidos, es
equivalente a cambiar la configuraciéon de estos fluidos (fluido lateral a fluido enfocado

y viceversa) mientras se mantiene la orientacion del chip.

(@) "0 T (b)

06 =N 06

W /W
o
[ee]
w/w

04 - 04

02 4 - 1,1 02

0,0 0,0

10 100

1 ,
qsh“sh/(qsps) qsh“sh/(qsps)

Figura 18. Ancho relativo de la corriente enfocada en funcion de la relacién de velocidad de
flujo, de acuerdo con la Ecuacion 2.8, para diferentes relaciones de densidad de fluido, a
9s/qsn =5 fijo (esta relacion corresponde a Re = 0,9 para los chips utilizados en los

experimentos de la Figura 17). (a) Flujo enfocado en la direccién de la gravedad (hacia abajo).
(b) Flujo enfocado en la direccion opuesta de la gravedad (hacia arriba) (figura modificada de
Giorello et al., 2020).

La Figura 19 muestra la prediccion de la Ecuacion 2.8 para diferentes valores de

qs/9s, » Para la relacion qg/qq, =08, que representa el enfoque del etanol por el

agua. Se muestran ambas orientaciones: flujo hacia arriba, donde se estrecha el
ancho de enfoque, y flujo hacia abajo, donde se amplia el ancho de enfoque. Dos
aspectos son importantes para comentar en este grafico. En primer lugar, el hecho de

que el ancho de enfoque depende del caudal absoluto g, , o0 del Re. La importancia
relativa de g, esta equilibrada por la velocidad de flujo gravitacional g, que es una

constante para un microcanal dado y un fluido de trabajo (ver Ecuacion 2.7). En el
limite de caudales de las corrientes laterales muy grandes (qg/qg, << 1), €l efecto de
la gravedad es insignificante y el ancho de enfoque se aproxima a la prediccion de la

Ecuacion 2.1 (linea negra en la Figura 19). En particular, q4/qg, = 0,01 corresponde a

Re = 440 para los chips microfluidicos utilizados en nuestros experimentos, lo que
significa que se requieren caudales de Re relativamente altos para minimizar el efecto

de la gravedad, los flujos de Hele-Shaw son todavia laminares a estos Re (White &
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Majdalani, 2006). Por otro lado, para caudales laterales muy bajos (q;/q,, >>1), €l

efecto de la gravedad aumenta notablemente, es decir, se produce un
ensanchamiento y un estrechamiento extremos. Por ejemplo, para el chip utilizado en

la Figura 17, la relacion qg/qg, = 20€s equivalente a Re = 0,2. Por lo tanto, es

evidente en la Figura 19 que, cuantos mas bajos son los Re, mayores son las
consecuencias del contraste de densidad, lo cual debe ser tenido muy en cuenta en el
enfoque hidrodinamico.

El segundo aspecto a destacar en la Figura 19 es que, para el flujo descendente, el

w,/w predicho alcanza un valor asintético para grandes valores de gq,/q, . Este
comportamiento se manifiesta claramente para qg/q, = 20€en la Figura 19, donde la
relacion w,/w es de 0,75. La asintota surge cuando B se hace mayor que 1 en la

Ecuaciéon 2.8. En la practica, la asintota significa que la corriente central no puede
enfocarse mas alla de un cierto limite, que se impone por la fuerza gravitacional en la
corriente central: flotacion en el caso del etanol y hundimiento en el caso de la solucién
salina.

El presente modelo es estrictamente valido para flujos verticales; sin embargo, uno

puede considerar los efectos potenciales de los angulos de orientacion intermedios.
Incluyendo en el modelo g, =gsinf en lugar de g, donde 6 es el angulo entre la

direccion del flujo y el campo gravitacional, la magnitud del término de gravedad
(Ecuacion 2.5) se convierte en una funcién del angulo de inclinacion del dispositivo: el
efecto es maximo para 6 = 90° (Figura 17a y b) y nulo para 6 = 0°. Por lo tanto, para
angulos inferiores a 90°, uno puede esperar una influencia menor de la gravedad en el
ancho de enfoque; sin embargo, el intercambio de flujos se desarrollara
progresivamente, lo que conducira a una distorsién gradual del patrén de enfoque
(Figura 17c y d). Por estas razones, y para lograr un modelo simple pero efectivo de
enfoque de flujo, restringimos nuestro estudio a flujos perfectamente alineados con la
gravedad, ya sea hacia abajo o hacia arriba. Sin embargo, vale la pena sefialar que se
pueden producir una gran variedad de patrones de flujo complejos inclinando el
dispositivo a valores intermedios de 6 y/o girando el plano xy.

Por otro lado, independientemente de la gravedad, las diferencias de viscosidad muy

grandes (g, —u,) pueden conducir a la inestabilidad de la interfaz en fluidos

miscibles (Cubaud & Mason, 2008). Vale la pena anticipar que esta inestabilidad no se
observd en nuestros experimentos, ya que los fluidos de trabajo tenian viscosidades

dentro del mismo orden de magnitud (Seccion 2.3.3).
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Figura 19. Ancho relativo de la corriente enfocada en funcién de la relacién de caudal, de
acuerdo con la Ecuacion 2.8, para diferentes valores de q5/qs, a ps/ps, =08 fijo. Las curvas

de la izquierda corresponden al flujo hacia arriba y las curvas de la derecha corresponden al
flujo hacia abajo, como lo indican las imagenes insertadas. Para un dispositivo de enfoque de
flujo dado, qs/qs, Pequefio implica Re grande, y viceversa (figura modificada de Giorello et

al., 2020).
24.4. Comparacion de la prediccion del modelo con los datos
experimentales.
Los experimentos se llevaron a cabo con el dispositivo microfluidico y los fluidos de
trabajo descritos anteriormente. El ancho de enfoque relativo w,/w se obtuvo del

analisis de imagen de los patrones de enfoque de flujo registrado para cada condicion

operativa. La relacion de caudales q,/q, se obtuvo de la altura de las columnas

hidrostaticas empleadas para el bombeo, como se describe en la seccion

experimental. La relacion ., /u, utilizada para trazar datos para cada par de fluidos

se calculd a partir de los valores también informados en la seccion experimental. Para

cada corrida experimental, los datos se obtuvieron a un g, arbitrario pero fijo,
mientras que se obtuvieron diferentes proporciones g, /q, al reducir la altura de la
columna hidrostatica del fluido de muestra, es decir, disminuyendo q.. La Figura 20a
presenta los resultados obtenidos con el chip orientado hacia abajo, donde g, = 6,9
mL/h para enfocar etanol y g, =27 mL/h para enfocar la solucion salina. La Figura

20b presenta los resultados obtenidos con el chip orientado hacia arriba, donde

9y, =6,6mL/h para etanol y g, =27mL/h para la solucion salina. En todos estos

experimentos, los caudales utilizados corresponden a Re en el rango de 0,1 a 0,7.
Todos los parametros necesarios para la implementacion de la Ecuacion 2.8 son

conocidos a priori. Sin embargo, dejamos el flujo gravitacional g, como parametro libre

para ajustar adecuadamente las curvas del modelo a los datos medidos. Cuando el

68



Capitulo 2

chip esta orientado en la direccién de la gravedad (Figura 20a), se encuentra

facilmente que g, =39 mL/h conduce a una representacion adecuada de todo el

conjunto de datos (solucidon de etanol y sal). En la orientacion opuesta (Figura 20b),

se obtiene una descripcion adecuada del modelo para q; = 25 mL/h, tanto para etanol

como para solucion salina. Estos valores son bastante razonables teniendo en cuenta
que, para el chip y el fluido de las corrientes laterales utilizado, la Ecuacion 2.7 predice

qs = 47 mL/h. Por supuesto, se esperan valores mas bajos de g, en la practica,
porque la relacion de aspecto w/d no fue lo suficientemente grande como para lograr
un microcanal rectangular ideal (w/d ~17 en el dispositivo fabricado). Sin embargo,
existe una diferencia inesperada entre los valores de q para cada orientacion del chip.

La diferencia se verificé haciendo los mismos experimentos con bombas de jeringa,

que imponen caudales controlados g, Yy g, . Este resultado sugiere que el modelo

simplificado aqui presentado podria estar descuidando alguna caracteristica adicional
que cobra relevancia bajo la accion de la gravedad, un aspecto que motiva futuras
investigaciones. Por otro lado, vale la pena sefalar que el modelo predice
satisfactoriamente las tendencias cualitativas para diferentes fluidos, y que la

prediccion cuantitativa correcta depende de un unico parametro (q,). Se puede

observar ademas que una formulacion completa del problema de enfoque haria
imposible la derivacién de una expresion analitica simple que contenga los parametros
criticos del sistema, como la Ecuacion 2.8. Este modelo simple, en su forma actual,
predice con éxito la dependencia funcional del ancho de enfoque, como se destaca en

la Ecuacion 2.9.
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Figura 20. Ancho relativo de la corriente enfocada en funcién de la relaciéon de caudal, para
diferentes fluidos de muestra y orientaciones del chip: (a) Flujo enfocado en la direccién de la
gravedad (hacia abajo). (b) Flujo enfocado en la direccién opuesta de la gravedad (hacia
arriba). En ambos casos, los simbolos son datos experimentales: el negro representa agua
(ps/psn =1); sin efectos de gravedad), el naranja representa etanol (p,/pg, <1) y el verde

representa solucion salina ( ps/pg, >1). Las barras de error en el eje de ordenadas son la

desviacion estandar de diez mediciones. Las barras de error en el eje de abscisas son el error
estimado para la conversion de presiones hidrostaticas en caudales. Las lineas son la
prediccion del modelo: Ecuacion 2.1 para fluidos de igual densidad y Ecuacién 2.8 para fluidos
con contraste de densidad (ver texto para valores de parametros) (figura modificada de Giorello
et al., 2020).

2.4.5. Consejos de disefio para experimentos de enfoque de flujo

Con respecto a los resultados experimentales y del modelo, aqui describimos algunas
observaciones practicas para ayudar en el disefio de experimentos de enfoque de flujo
que requieren liquidos con diferentes densidades:

(i) El patrén de enfoque hidrodindmico se ve seriamente perturbado si el campo
de flujo esta orientado perpendicular al campo gravitacional. Por lo tanto, las
orientaciones alineadas con la aceleracion de la gravedad son obligatorias
para lograr corrientes enfocadas simétricas y uniformes. Para estas
configuraciones, el ancho de enfoque se puede predecir con precision a partir
de la Ecuacion 2.8

(ii) Cuando el fluido de la corriente enfocada es mas denso que el fluido de las
corrientes laterales, el flujo hacia arriba induce un ensanchamiento de la
corriente enfocada, mientras que el flujo hacia abajo estrecha la corriente
enfocada. Lo contrario sucede cuando el fluido de la corriente enfocada es
menos denso que el fluido de las corrientes laterales. Por lo tanto, siempre
que normalmente se requieran anchos de enfoque estrechos, el flujo debe
orientarse hacia abajo para fluidos centrales mas densos que los fluidos
laterales, y hacia arriba para fluidos centrales menos densos que los fluidos

laterales.
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(iii) Independientemente de la orientacion del chip, los efectos antes mencionados
se vuelven mas significativos a medida que disminuye el caudal de las
corrientes laterales. Ademas, surge un valor limite para el ancho de enfoque
si la velocidad de flujo lateral es baja en relacién con el caudal gravitacional.
Por lo tanto, independientemente de la relacién de caudales, se requieren
velocidades de flujo relativamente grandes para mitigar la accién de la

gravedad en los patrones de enfoque hidrodinamico.

2.5. Conclusiones parciales

A lo largo del capitulo hemos discutido, mediante teoria y experimentos, los efectos de
la gravedad en el enfoque hidrodinamico de liquidos con contraste de densidad. Se
demostrd que solo se puede lograr un patrén de enfoque uniforme si el campo de flujo
estd alineado con el campo gravitacional, en la misma direccién o en la direccion
opuesta. Para estas configuraciones, se obtuvo un modelo matematico simple, que
predice cuantitativamente el ancho de la corriente enfocada en microcanales
rectangulares, en términos de los parametros operativos criticos.

Vale la pena destacar que la influencia de la densidad del fluido en el ancho de la
corriente enfocada se informa aqui por primera vez. También se descubrié que el
enfoque de fluidos con densidades diferentes depende de manera crucial del caudal
absoluto (aparte de la relacion de caudales), y que esta variable escala con un
parametro del sistema, que se designé velocidad de flujo gravitacional (Ecuacion 2.7).
La funcionalidad general del modelo se resume en la Ecuacion 2.9, que exhibe la
influencia de dos proporciones adicionales, en relacion con los modelos disponibles
para fluidos de igual densidad (Ecuacion 2.1). Efectivamente, la nueva propuesta
(Ecuacion 2.8) explica la accion de la gravedad vy, por lo tanto, captura razonablemente
las variaciones del ancho de enfoque para un rango de condiciones de operacion.

Las predicciones aqui reportadas son validas para microcanales rectangulares con
una altura muy inferior al ancho. Limitamos el modelado a esta geometria para evitar
formulaciones complejas que requeririan simulaciones numéricas, donde el papel de
los parametros criticos no puede identificarse directamente. Como ventaja, el modelo
propuesto consiste en expresiones algebraicas simples que incluyen explicitamente
los parametros de control del sistema. Por lo tanto, el modelo resulta una herramienta
practica para el disefio y la optimizacion de diferentes aplicaciones basadas en el

enfoque hidrodinamico, especialmente el autoensamblaje y la nanoprecipitacion.
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Desarrollo de un sistema de enfoque
hidrodinamico controlado por presién
hidrostatica.
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3.1. Introduccion

El enfoque controlado de una corriente de fluido es una de las operaciones clave en
microfluidica y hoy en dia se utiliza para varias aplicaciones. Lograr un control preciso
del ancho de enfoque desde los parametros operativos ha sido una preocupacion
desde el desarrollo de la técnica (Knight et al., 1998; Larsen & Shapley, 2007; G. B.
Lee et al, 2001; Stiles et al.,, 2005; Tripathi et al., 2014). Para aplicar la
nanoprecipitacion en microfluidica, tanto la estabilidad del flujo como el manejo preciso
de las corrientes enfocadas son esenciales. Sin embargo, estos requisitos no pueden
cumplirse en su totalidad cuando los fluidos se suministran mediante bombas de
jeringa, debido a las inevitables fluctuaciones asociadas al sistema mecanico de
accionamiento, principalmente el motor paso a paso y el tornillo de avance (Z. Li et al.,
2014; Zeng et al., 2015). En tal sentido, los sistemas impulsados por gravedad son
mas adecuados cuando se requieren flujos altamente estables y controlados. Ademas,
dada su simplicidad y bajo costo, los sistemas impulsados por gravedad podrian
emplearse mucho mas en laboratorios de microfluidica y de industria; sin embargo,
estas ventajas se ven contrarrestadas por el requisito de configuraciones
experimentales meticulosas, ya que es necesario un disefio cuidadoso de toda la red
fluidica para asegurar corrientes de flujo constantes y libres de inercia.

En el caso de los sistemas de flujo controlado con bombas automaticas, se sabe bien
como predecir el ancho de la corriente enfocada, en funcion de los caudales impuestos
mecanicamente. Por ejemplo, en canales rectangulares y para fluidos con propiedades
fisicoquimicas iguales, el ancho de enfoque obedece a la Ecuacion 2.6 discutida en el
capitulo anterior (G. B. Lee et al., 2006; Stiles et al., 2005). Esta relacién simple es
ampliamente utilizada para estimar el tiempo de mezcla en nanoprecipitacion
microfluidica usando la Ecuacion 2.8 (Karnik et al., 2008; Leung & Shen, 2018; Tresset
et al., 2013). En sistemas controlados por presion hidrostatica, los caudales en el chip
microfluidico resultan de las alturas de las columnas de los liquidos (fase organica y
acuosa) y la resistencia hidrodinamica de todo el circuito, que a su vez depende tanto

de la geometria de los microcanales como de las propiedades de los fluidos.
3.2. Objetivos

Los objetivos especificos de este capitulo son los siguientes:
¢ Disefiar un sistema de bombeo accionado por gravedad y plantear un modelo
matematico para predecir con precision el ancho de enfoque en funcién de las
alturas de columna hidrostatica.
e Validar las predicciones tedricas con datos experimentales, para una amplia

gama de condiciones de funcionamiento.

73



Capitulo 3

e Comprobar el manejo de las condiciones de flujo para la reacciéon y mezcla por

difusién, como fendmenos fundamentales en la nanoprecipitacion microfluidica.
3.3. Desarrollo del modelo matematico
3.3.1. Caudales en funcion de la altura de los fluidos

En un sistema microfluidico impulsado por presion hidrostatica, para la configuracion
de enfoque hidrodinamico es necesario al menos dos depdsitos de fluido colocados a
diferentes alturas en relacién con la salida del chip, como se representa en la Figura
21a. El primer paso en el modelado consiste en describir el caudal alcanzado en cada
rama de la red fluidica, en funcién de las caidas de presion generadas por las alturas
de las columnas de liquido. EI modelado de circuito equivalente puede usarse para
este propésito (Ajdari, 2004; Berli, 2008), siempre que los efectos de inercia sean
despreciables. En estas condiciones, el flujo en cada rama de la red puede describirse

mediante relaciones de fuerza-flujo: 4P, = Q,R;, donde 4P, son las caidas de

presion, Q;son los caudales volumétricos y R;son las resistencias hidrodinamicas. Por
lo tanto, los componentes eléctricos equivalentes dibujados en el diagrama de la
Figura 21b son suficientes para representar el problema fisico.

La accion de la gravedad en las columnas de liquido produce presiones P, = p,gh; en

los puertos del chip, donde p;son las densidades de los fluidos, g es la aceleracién de
la gravedad y h; son las alturas de los fluidos respectivos. Consistentemente, las

caidas de presion en los brazos del chip son 4P, =P, — P,, donde P es la presion (a

priori desconocida) en la interseccion de los microcanales.

Cabe senalar que hses negativa cuando el extremo del tubo de salida esta por debajo
de la interseccion, que se establece como el nivel de referencia (Figura 21b). En
cualquier caso, se supone que las caidas de presion son constantes, lo que implica
que las alturas de los liquidos no deberian cambiar apreciablemente durante el

experimento; para lograr esto en la practica utilizamos depésitos de gran diametro.
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Figura 21. (a) Foto del sistema de infusién por gravedad conectado al chip. (b) Circuito
eléctrico equivalente: las alturas de fluido hi representan los voltajes, los caudales Qi
representan las corrientes y las resistencias hidrodindmicas Ri son las resistencias. Los
caudales con la letra gi representan los del chip. (c) Dibujo de la interseccidon de microcanales
donde tiene lugar el enfoque hidrodinamico. También en este esquema, d es la profundidad del
canal, ws es el ancho de la corriente enfocada y w es el ancho del canal principal (figura
modificada de Minetti et al., 2020).

Las resistencias hidrodinamicas de los brazos principales se componen de la siguiente
manera:R, =R, + Ry +R;., R, =R, + Ry + R, /2, ¥ R; =Ry +R,,, donde los
subindices “r’, “t", “c”, significan redstatos, tubos y chip, respectivamente. Los
redstatos son capilares altamente resistivos incluidos especificamente después de
cada depésito de fluidos y antes del chip microfluidico, para controlar la resistencia
hidrodinamica de la red y asegurar que la dinamica general del fluido sea
independiente de la resistencia del chip microfluidico. Esta situacién limitante se
satisface cuando los redstatos agregados (Ri) son mucho mas grandes que los tubos
y las resistencias de la tuberia y el chip (Riy Ric). Ademas, la resistencia del tubo es
mucho menor que la de los microcanales del chip; asi, en lo que sigue consideramos
Ri1 =R, R2=Ro y R3= Rase.

La conservacion de materia en la interseccion de los microcanales en el chip resulta,

219, +2p,q9, + p3q, =0, donde qi representa los caudales en cada microcanal. Estos
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caudales estan relacionados con los de la red fluidica (externa al chip) de la siguiente
manera: Q, =q,, Q, =29, Y Q; =q,. Teniendo en cuenta que Q, =(P, -P,)/R;, la

ecuacion de conservacion de materia se reescribe de la siguiente manera,

P _*PC) NG _*PC) NG _*PC) =0 (Ecuacion 3.1)
R1 R2 R3

Donde R/’ = R/p.. De la Ecuacién 3.1, la presion en la interseccion de microcanales

resulta:

¥ (P,-/R,-*) (Ecuacion 3.2)

TSR

Por lo tanto, los caudales simultaneos se pueden obtener en funcién de las alturas de

las columnas de fluido (a partir de las presiones P, = p,gh, ), Siempre que se conozcan

las resistencias hidrodinamicas. Como el interés esta en obtener la relacién de caudal

Q,/Q, en funcion de la relacion de altura del fluido h,/h,, de las expresiones

anteriores, el cociente de Q:y Q;se expresa de la manera siguiente,

&:&[P2h2(1+R;/R:)_P1h1R;/R; _P3h3J
Q R lp1h1(1+R;/R;)_ch2R;/R; _P3h3J

(Ecuacion 3.3)

Lo que muestra que la relacion entre Q, /Q, y h,/h, no es lineal, y depende tanto de

las resistencias hidrodinamicas como de las densidades de los fluidos. Precisamente,
en lo que sigue tratamos por separado los casos de fluidos con densidades iguales o

diferentes. Para una mayor simplicidad, se considerara h;= 0 en todos los casos.

Fluidos de iguales caracteristicas
Si todo el circuito se alimenta con el mismo fluido, entonces p1 = p2 = p3 y la Ecuacion

3.3 se simplifica a,

—== (Ecuacion 3.4)
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Si se incluyen grandes reostatos aguas abajo de los depositos, es decir que Ri>R3y

R>>»>R3 entonces Rspuede despreciarse y la Ecuacion 3.4 resulta,

Q _h R (Ecuacion 3.5)

Q, h R,
Si ademas, se utilizan tubos capilares con el mismo radio y longitud para construir los
redstatos, entonces R1/ R2> = u1/ u2, siendo y;la viscosidad igual en ambos fluidos, la

Ecuacion 3.5 resulta,

Q _hy (Ecuacion 3.6)
Q, h

Cabe sefalar que esta relacion ftrivial entre las proporciones Q,/Q,y h,/h,se

satisface solo si (1) los redstatos incluidos en la red son muy grandes, (2) los redstatos
son iguales, (3) los fluidos tienen la misma densidad, (4) los fluidos tienen la misma

viscosidad y (5) no hay presién hidrostatica neta en la salida del chip (hs = 0).

Fluidos de diferentes caracteristicas

La solucion general (Ecuaciéon 3.3) involucra fluidos con diferentes densidades. Si la
resistencia del chip Rs es insignificante en comparacion con R y Rz, y se usan
resistencias iguales en ambos brazos del circuito, entonces la Ecuacion 3.3 se

simplifica a,

Q _hy /Py (Ecuacién 3.7)
Q h, ﬂz/Pz
Por lo tanto, bajo estas condiciones, la relacion entre Q,/Q, Yy h,/h, depende

completamente de las propiedades fisicoquimicas de los fluidos. Consistentemente, la
Ecuacion 3.7 se convierte en la Ecuacién 3.6 cuando se usa el mismo fluido en todo el

circuito.

3.3.2. Ancho de enfoque en funcion de la altura de los fluidos
Aqui se consideraron los modelos que describen el ancho del enfoque ws (Figura 21c)
en funcion de la relacion Q,/Q, para adaptarlos al sistema de flujo por gravedad,
donde la variable operativa es la relacion de alturas h,/h, de los fluidos. Se

consideran microcanales de seccidn rectangular cuya profundidad d es mucho menor
que el ancho w, esto permite expresiones analiticas simples, siempre que el flujo sea
constante y perfectamente laminar. En el disefio de enfoque hidrodinamico, la

conservacion de la masa define que 2q,/q, =Q, /Q; -
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Fluidos con igual densidad

Para fluidos de igual densidad, el ancho relativo de la corriente enfocada esta dado por
la siguiente expresion (Larsen & Shapley, 2007; Sadeghi 2019; Tripathi et al., 2014;
Wu & Nguyen, 2005),

w 1
e (Ecuacion 3.8)
w 1 QZ /u2
+
Q 4

En particular, para fluidos con viscosidades iguales (us =p 2), la Ecuacion 3.8 se
transforma en la expresion derivada de las propiedades de fluidos uniformes (G. B.
Lee et al.,, 2006; Stiles et al., 2005), que predicen que el ancho de la corriente
enfocada solo depende de la relacion de la tasa de flujo. Para flujos impulsados por

gravedad, la relacion Q,/Q, viene dada por la Ecuacion 3.4; introduciendo esta

ecuacion en la Ecuacion 3.8 se obtiene,

Ws _ (Ecuacién 3.9)

* )]
el

Esta formula describe el ancho de enfoque (relativo al ancho del canal) w/wen

funcion de la relacion de alturas h,/h, de las columnas hidrostaticas. El ancho de la

corriente enfocada ahora depende de las resistencias relativas de la red fluidica. Si se
incluyen redstatos muy grandes e iguales (es decir, R+>»> R3; R2 > R3), fluidos con la
misma densidad y sin presién hidrostatica neta en la salida del chip (hs = 0), la

Ecuacion 3.9 se simplifica a,

(Ecuacion 3.10)

Cabe destacar que esta expresion es valida sélo si se cumplen simultaneamente las
siguientes condiciones: (1) redstatos infinitamente grandes en la red fluidica, (2)
redstatos iguales, (3) fluidos con la misma densidad, (4) microcanales rectangulares,
de ancho mucho mayor que la altura y (5) sin presion hidrostatica neta en la salida del
chip. En estas condiciones, la viscosidad de los fluidos no juega ningun papel en el

ancho de enfoque.
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Fluidos con contraste de densidad y reéstatos muy grandes

Para fluidos con diferentes densidades, el primer aspecto a tener en cuenta es que el
enfoque hidrodinamico depende en gran medida de la orientacion del chip en relacion
con la aceleracion de la gravedad, como se analizd detalladamente en el Capitulo 2.
Cuando el canal de enfoque esta alineado con la gravedad (ya sea en la misma
direccion o en direccion opuesta), el enfoque hidrodinamico se mantiene, pero el
ancho ws depende de la diferencia de densidades de los fluidos (p2 - p1), asi como del

caudal Q,, aparte de la relacion Q,/Q, . Para estimar el enfoque hidrodinamico en

microcanales orientados en la direccion del campo gravitacional, la Ecuacién 2.6
(Capitulo 2) predice:

Ws _ 1 (Ecuacion 3.11)

w 1+QZM|:1$(P2_P1)%[1_VVSJ:'
Q a4 P2 Q w

donde g, = p,ga®w/124, €s el caudal gravitacional. El término adicional entre

corchetes (en comparaciéon con la Ecuacion 3.8) proviene del efecto que ejerce la
gravedad sobre la velocidad en cada flujo, que produce variaciones de los anchos de
flujo a diferencia de lo que ocurre cuando se trabaja con fluidos de igual densidad. El
signo menos de este término corresponde a los flujos hacia abajo, mientras que el
signo mas corresponde a los flujos hacia arriba.

Para sistemas accionados por gravedad con grandes redstatos,

Q,/Q; = hyp, 1ty /(hypyu, ) (Ecuacion 3.7)y Q, = p,gh, /R, (Ecuacion 3.18).

Introduciendo estas expresiones en la Ecuacion 3.11 resulta,

Ws _ 1 (Ecuacioén 3.12)
W h pz_(ﬂz jhe( _Wsj
[ P2 _
hy | P4 P1 h, w

donde h, = R,d%w /12,4, €s un parametro del sistema con unidades de longitud. En

comparacion con la Ecuacion 3.10, el ancho de la corriente enfocada ahora depende

de la relacion de densidad p,/p, Y la altura absoluta h,, aparte de la relacion h, /h, .

El parametro he mide el efecto de ho; a saber, se requiere que h, < he para percibir los
efectos de la gravedad sobre el ancho de enfoque. Para fluidos de igual densidad

(p2/py =1), la Ecuacion 3.12 se simplifica a la Ecuacion 3.10. En analogia a la

Ecuacion 3.10, la Ecuacion 3.12 predice que la posible diferencia de viscosidad de los

fluidos de trabajo no influye en el enfoque hidrodinamico impulsado por la hidrostatica.
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La Ecuacion 3.12 es implicita para el ancho de enfoque, pero se puede reordenar

facilmente para lograr expresiones mas utiles. Primero, h,/h, se puede despejar en

funcion de w /w,

hy _ 1 i (Ecuacion 3.13)
M w, pz¢(pz_1J% i(WJ (pz_ jhe
W | P4 P h, w P h,

Entonces, esta ecuacion cuadratica se puede resolver para encontrar w /w en funcion

de h,/h,,

ws _-[1-aliz )+ {[1+a(1$ﬂ)]2 i4aﬂ}” 2

w +2af

(Ecuacion 3.14)

donde « =h,p,/(ip) Y B=(p,—pi)hs/(hp,) se utilizan para compacidad.
Finalmente, se debe tener en cuenta que estas expresiones son validas para: (1)
redstatos infinitamente grandes, (2) redstatos iguales, (3) enfoque de flujo alineado
con la gravedad, (4) microcanales rectangulares, de ancho mucho mayor que la altura,

y (5) sin presion hidrostatica neta en la salida de chip (hs= 0).

3.4. Comprobacién experimental del modelo matematico.

3.4.1. Materiales
Se utilizé azul de bromofenol marca Merck KGaA (Darmastadt, Alemania) y colorante
alimentario azul brillante marca de Sensient Food Colors Latin America (Lerma de
Villada, México). El etanol (C2HsO; 99,5%), la acetona (CH3COCHSs; grado analitico) y
el cloruro de sodio (NaCl; grado analitico) se adquirieron de Cicarelli (San Lorenzo,
Argentina). El agua destilada se obtuvo en las instalaciones del laboratorio. Las
laminas de polimetiimetacrilato (PMMA) fueron de Acrimev (Santa Fe, Argentina).
Asimismo, se utilizdé lamina OCA doble contacto adhesivo, producto 3M™ 8146-2
(Thorlabs, U.S.A). Se compraron laminas de vinilo, jeringas, accesorios y tubos en el

mercado local.

3.4.2. Fabricacion de dispositivos microfluidicos
Los dispositivos de microfluidica utilizados se fabricaron usando placas de PMMA y
unién a baja temperatura con cinta OCA, como describe Z. Liu et al. (2017). Estos
dispositivos hibridos consisten en una estructura tipo sandwich con capas superiores e
inferiores de PMMA y una capa media de OCA modelada con los microcanales como
se describié en la Seccién 1.3.1 del Capitulo 1. Se elaboraron dos dispositivos con
profundidades de microcanales con diferentes resistencias hidrodinamicas. La

profundidad final de los microcanales se midi6 mediante un micrometro de disco
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electrénico (Schwyz, Suiza). Las dimensiones de los microcanales en cada chip se

informan en la Tabla 1.

Tabla 1. Dimensiones de los microcanales de enfoque (profundidad d, ancho w, longitud /) y
resistencia hidrodinamica (Rs; = 12ul/wd?) para agua a temperatura ambiente

d(um) w(mm) [/(mm) Rs(Pa.s.m?)

Chip#1 175%3 3 43 2.86 x 1010
Chip#2 325%5 1 39 1.21x 10"

3.4.3. Sistema de presion hidrostatica

Para impulsar los fluidos mediante presion hidrostatica se colocaron los liquidos en
jeringas de plastico de 60mL (depdsitos) que se fijaron a soportes deslizantes en rieles
verticales de 80cm montados con reglas precisas, lo que permite el ajuste de las
alturas facilmente. El gran tamafio de la jeringa evita la variacién de nivel durante las
corridas experimentales. Las salidas de la jeringa se conectaron a un tubo de teflén
con un diametro interno de 350um, cuyas resistencias hidrodinamicas son mucho mas
grandes que las de los dispositivos microfluidicos. Las entradas del chip se conectaron
a las columnas de fluido. Se utilizaron llaves de paso para iniciar/interrumpir los flujos
(Figura 22). Durante los experimentos las magnitudes medidas fueron directamente
las alturas de los liquidos h1y ho.

Figura 22. Flujo enfocado en el Chip # 1 usando presién hidrostatica, con una imagen
ampliada de la region de analisis.

Ademas de las relaciones antes mencionadas entre Q,/Q, Yy h,/h,, es posible

estimar las alturas absolutas de liquido requeridas para alcanzar caudales deseados.

Las caidas de presién en la Figura 21b son,

1Ghy — paghs = pQ, (R + R} )+ pQuR; (Ecuacion 3.15)

81



Capitulo 3

P29h; — psghs = p,Q, (R; + R;)+ PR, (Ecuacion 3.16)

Estas expresiones son Uutiles para manejar las columnas hidrostaticas en los
experimentos, siempre que las propiedades del fluido y las resistencias hidrodinamicas
se conozcan previamente. Como se menciond en la seccién anterior, se logra una
simplificacion practica al incluir reéstatos muy grandes en relacién con la resistencia
del chip (R+>» R3, R2 > R3) y la altura cero del fluido en la salida del chip hs = 0. Para
lograr este requisito en la practica, el extremo del tubo de salida siempre se colocé a la
misma altura de la interseccion de los microcanales, que se toma como el nivel de
referencia independientemente de la orientacion del chip. En estas condiciones, las

Ecuaciones 3.15 y 3.16 resultan,

Q, = 19 (Ecuacion 3.17)
R;

Q, - sz_ghz (Ecuacion 3.18)
2

El primer paso consiste en describir el caudal alcanzado en cada rama de la red
fluidica. Para esto, se calculd el caudal Q alcanzado en funcién de las caidas de
presion generadas por las alturas de las columnas de liquido, midiendo en una
balanza de laboratorio la masa de fluido recolectada durante un intervalo de tiempo
definido. El caudal masico se convirtié en caudal volumétrico utilizando las densidades

de fluido tabuladas (Lide, 2004) correspondiente a la temperatura del experimento.

3.4.4. Medicién del ancho de enfoque hidrodinamico
Las imagenes de las corrientes enfocadas se tomaron desde una vista superior de los
microcanales rectangulares utilizando una camara digital de alta resolucion (Nikon
Coolpix B700). EI ancho de enfoque ws se determind en las imagenes grabadas
utilizando el software ImageJ© (National Institutes of Health, EE.UU.). Se realizaron al

menos diez mediciones de cada ancho de enfoque en las imagenes.
3.5. Resultados y discusion

3.5.1. Estabilidad del coflujo

Para comprobar la estabilidad de las corrientes con el sistema de infusién por
gravedad se compararon los resultados con los obtenidos cuando se emplearon las
bombas automaticas de jeringa, en las mismas condiciones de caudal y relacion de
caudales en un mismo dispositivo. Como se observa en la Figura 23 el ancho del

enfoque hidrodinamico se mantiene estable (linea verde) en comparaciéon con las
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oscilaciones muy marcadas que se distinguen cuando se utilizan bombas de jeringa
(linea azul). Las oscilaciones se deben a perturbaciones ciclicas del caudal debidas al
giro del tornillo sin-fin que impulsa cada jeringa. Estas perturbaciones en el flujo son
irrelevantes para la mayoria de los usos de jeringa. No obstante, para implementar la
nanoprecipitacion en coflujo, estas inestabilidades en las corrientes alteran los tiempos
de mezcla y difusion de las especies, lo cual afecta el control sobre la reaccion de

nanoprecipitacion y en consecuencias las caracteristicas finales del producto.

0,30

tiempo (s)

Figura 23. Ancho relativo de la corriente enfocada para flujos impulsados por gravedad (verde)
versus flujos impulsados por bombas de jeringa (azul).

3.5.2. Caudales en funcién de la altura de los fluidos
Fluidos con igual densidad y resistencias hidrodinamicas arbitrarias
Primero, se realizé la validacion experimental para probar las relaciones entre la altura
hidrostatica h y el caudal Q. Se us6 una sola columna hidrostatica, que solo incluye el
redstato Rs. La Figura 24 presenta el caudal a diferentes alturas de columna de fluido,
para diferentes valores de Ry, que corresponden a diferentes longitudes del tubo
capilar utilizado como reéstato (L = 0,3, 0,5y 1 m). Las lineas rectas son la prediccion

del modelo lineal (Ecuacion 3.17) con la magnitud de las pendientes (p,g/R,) indicada

en la figura. Estos graficos sirven como curvas de calibracién del caudal producido por
las columnas hidrostaticas. De hecho, la relacion de las pendientes coincide
exactamente con la relacion de las longitudes de tubo respectivas. Este es un
resultado consistente, considerando que la resistencia hidrodinamica del redstato es

R, =8l /7r* , siendo r el radio del tubo.

Los resultados informados en la Figura 24 también permiten dilucidar la importancia
relativa de la resistencia del chip en todo el circuito. De la magnitud de la pendiente de

la curva resulta, R (L = 1m) = 2.17 x 10"Pa.s.m™3. Tomando la magnitud de la
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resistencia R3; (Tabla 1) como una estimacion de Rj;, se encuentra facilmente que
R;/R,= 13 x 102 para el Chip# 1y R,/R,= 5.6 x 107 para el Chip # 2. Por lo
tanto, la contribucion de R a la resistencia general es del orden del 1% o inferior, y
uno puede considerar el sistema con L = 1m como una fuente de caudal ideal, para

fines practicos.

12
Datos experimentales:
A R, (L=0,30m)
01 @ R,(L=0,45m)

m R, (L=1,00m)
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Figura 24. Caudal en funcién de la altura del fluido, para una columna de fluido con el
respectivo reostato (no conectado al chip). Los simbolos son datos experimentales obtenidos
usando agua a temperatura ambiente, para tres redstatos con diferentes longitudes de tubo.
Las lineas son las predicciones de Ecuacién 3.17 (figura modificada de Minetti et al., 2020).

Con esta validacion experimental, se explord la dinamica del sistema cuando ambas
columnas de liquido estan conectadas al chip. En este caso, Qs y Q2 no pueden
medirse independientemente, excepto integrando medidores de flujo; sin embargo, se
verificd que el caudal total (medido en la salida del chip) coincidia con la suma de los
caudales de cada brazo.

En la Figura 25 la linea recta continua corresponde al caso de redstatos muy grandes,
para valores mas bajos de R; y R», la relacion de caudal muestra valores limites que
estrechan la ventana operativa. Estos valores extremos corresponden al minimo
h,/h, >R, /(R, + R;) y al maximo h,/h, <(R, + R;)/R, para lo cual la Ecuacién 3.5
diverge. Fisicamente, la divergencia significa que el liquido de un brazo de
alimentacion pasa al otro, en lugar de fluir a través del chip. Ademas, cuando Rs ~ R>

~ Rs (linea de puntos en la Figura 25), pequefias variaciones de h,/h, producen
grandes cambios en Q,/Q, . Esta es la importancia de asegurar que las resistencias

de cada rama sean significativamente mas grandes que la resistencia del chip.
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P1=P2
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Figura 25. Relaciéon de caudales en funcion de la relacién de alturas de los fluidos, para
liquidos de iguales propiedades. Las lineas son la prediccién de la Ecuacion 3.4 para diferentes
magnitudes de los redstatos afnadidos (Rs y R2) en relaciéon con la resistencia del chip (R3)
(figura modificada de Minetti et al., 2020).

Fluidos con contraste de densidad, resistencias muy grandes

La Figura 26 presenta el caudal para diferentes alturas de columna de fluido, cuando
se utilizé el reéstato mas grande (L = 1m), utilizando agua, acetona o etanol, que son
fluidos tipicos empleados en nanoprecipitacion por intercambio de solvente. Las lineas
rectas son la prediccién de la Ecuacién 3.17. Estas graficas también sirven como
curvas de calibracion. De hecho, como R, =8.,L/xr*, la pendiente de cada curva
esta determinada por la relacion p,/u, del fluido correspondiente. Se obtuvieron
resultados razonables comparados con los valores tabulados de densidad y viscosidad
disponibles en la literatura (Lide, 2004). Pequefas variaciones pueden deberse a la
falta de control de temperatura ambiente sobre el sistema microfluidico. En cualquier
caso, los experimentos aclaran la influencia de las caracteristicas del fluido en las

relaciones entre la altura de la columna y el caudal.
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Figura 26. Caudal en funcién de la relacion de altura del fluido, para una sola columna de fluido
con el respectivo redstato (no conectado al chip). Los simbolos son datos experimentales
obtenidos usando diferentes fluidos a temperatura ambiente. Las lineas son los ajustes lineales
de la Ecuacion 3.17 (figura modificada de Minetti et al., 2020).

Después de la validacién experimental, analizamos en la Figura 27 el coflujo de dos
fluidos diferentes, de acuerdo con la prediccion de la Ecuacion 3.6. Como se observa
arriba en la Figura 27, la interaccion entre densidades (que actuan sobre las presiones
hidrostaticas) y viscosidades (que actuan sobre las resistencias hidrodinamicas),
conduce a pendientes bastante diferentes para la relacion lineal Q,/Q, vs h,/h,.
Estos efectos se originan en la red fluidica, independientemente de la resistencia del
chip; por lo tanto, se espera la respuesta observada en la Figura 27 para cualquier
microdispositivo conectado a las columnas hidrostaticas, siempre que se incluyan
redstatos muy grandes. La Figura 27 presenta informacién relevante para la
configuracién adecuada de los experimentos de enfoque hidrodinamico. Por ejemplo,
al fijar h,/h, =1, se obtendran diferentes relaciones de caudal dependiendo del par de
fluidos: Q,/Q, =1 para agua/agua, pero Q,/Q, <1 para acetona/agua y Q,/Q, >1

para etanol/agua.
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Figura 27. Relacion de caudales en funcion de la relacion de las alturas de los fluidos, para un
sistema accionado por gravedad con grandes redstatos. Las lineas son la prediccién de la
Ecuacién 3.6 para fluidos con diferentes propiedades. Los valores de densidad y viscosidad
representan los liquidos indicados a temperatura ambiente, segun datos tabulados (Lide 2004)
(figura modificada de Minetti et al., 2020).

3.5.3. Ancho de enfoque en funcion de la altura de los fluidos
Fluidos con igual densidad, resistencias hidrodinamicas arbitrarias
Los experimentos se llevaron a cabo con los dispositivos microfluidicos descritos
anteriormente. Se us6 agua con colorante azul como corriente central para visualizar
mejor el flujo y agua pura como corrientes laterales. El ancho de enfoque relativo

w,/wse obtuvo del analisis de imagenes de los patrones de enfoque de flujo
registrados. La relacion h,/h, se obtuvo directamente de la altura de las columnas

hidrostaticas empleadas para el bombeo. La Figura 28 presenta los resultados
experimentales junto con la prediccion del modelo (Ecuacion 3.9). Todos los
parametros necesarios para la implementacién de la Ecuacion 3.9 se conocian
previamente y no se utilizaron parametros de ajuste. A partir de la resistencia
hidrodinamica R; obtenida anteriormente, y usando los valores de R3 informados en la

Tabla 1, se tiene R,/R, ~ 76 para el Chip#1y R,/R, ~180 para el Chip#2. Como es

posible observar, existe gran concordancia entre los datos experimentales y las

predicciones del modelo en la Figura 28.
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Figura 28. Ancho relativo de la corriente enfocada en funcién de la relacion de alturas de los
fluidos. Los simbolos son datos experimentales, donde las barras de error son la desviacién
estandar de diez mediciones. Las lineas son la prediccién de la Ecuacion 3.9 para las
respectivas resistencias hidrodinamicas de los dispositivos. Las imagenes insertadas son fotos
del Chip # 2, que muestran la corriente azul enfocada en relaciones tipicas h, /h, (figura

modificada de Minetti et al., 2020).

Se puede explorar mas a fondo la influencia de las resistencias del circuito en el ancho
de enfoque. La Figura 29 muestra la prediccion de la Ecuacion 3.9, para diferentes
valores relativos de las resistencias R+, R2 y Rs. La linea completa corresponde al caso
de redstatos muy grandes, lo que se aproxima a la prediccién de la Ecuacion 3.10.

En el otro extremo, para Ry R: pequerfios, el ancho relativo w,/w es muy sensible a
las variaciones de h, /h, , y la ventana de operacion es muy estrecha, de acuerdo con
las predicciones de la Figura 25. A efectos practicos, incluir Ry ~ R> ~ 100R;3 es
suficiente para lograr sistemas impulsados por gravedad que funcionan virtualmente
como fuentes ideales de caudal para enfocar el caudal. De hecho, las lineas completa
y discontinua practicamente coinciden, siendo la diferencia menor al 8% para

h, /h, =10.
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W /w

h, /h,

Figura 29. Ancho relativo de la corriente focalizada en funcion de la relacion de alturas de los
fluidos, para liquidos de iguales propiedades. Las lineas son la prediccion de la Ecuacién 3.9
para diferentes magnitudes de los redstatos agregados (R y R2) en relacion con la resistencia
del chip (R3) (figura modificada de Minetti et al., 2020).

Fluidos con contraste de densidad, resistencias muy grandes

Se analizé la influencia de diferentes fluidos en el patron de enfoque hidrodinamico. La
Figura 30 presenta datos experimentales del ancho de enfoque para una soluciéon
acuosa de NaCl al 20% (m/v), cuya densidad es de 1148 kg.m™3 (Kestin et al., 1981), y
para etanol al 99,5%, cuya densidad es de 789 kg.m™ (Lide 2004). El fluido envolvente
fue agua destilada, luego p> = 998 kg.m™3. Estos valores de densidad corresponden a
20°C, que fue la temperatura ambiente para los experimentos llevados a cabo. En
todos los casos, se afadidé un colorante azul al liquido central para el contraste de la
imagen. En la Figura 30, la variacién del ancho de enfoque con la densidad del fluido

es notable. La corriente central se ensancha para p,/p,>1 (el caso del etanol

enfocado por agua), debido a la fuerza de flotacidn que actua sobre el fluido menos

denso. Por el contrario, la corriente de muestra se estrecha para p,/p, <1 (el caso

de una solucion salina al 20%), a medida que el fluido mas denso se hunde y aumenta
su velocidad relativa (Giorello et al., 2020).

La prediccion de Ecuacion 3.14 también se presenta en la Figura 30. Al ajustar el
modelo a los experimentos, el Unico parametro que se permitié variar fue hg, lo que
resulté en 2,7m para el etanol y 3,5m para la solucién salina. Estos resultados son
muy razonables, teniendo en cuenta que, para el Chip#1 y el redstato utilizado, el valor
tedrico es hg = 3,27m. De hecho, el modelo propuesto describe satisfactoriamente la
respuesta global del enfoque hidrodinamico impulsado por la gravedad para fluidos

con diferentes densidades.
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Ademas, la informacion proporcionada por la Figura 30 es crucial para el manejo

adecuado del enfoque hidrodinamico. Por ejemplo, fijar h,/h, =4 conduce a anchos

de enfoque muy diferentes dependiendo de la densidad relativa de los fluidos de la

muestra y la cubierta. Mientras que w,/w ~ 0,2 para la referencia (agua enfocada por
agua), w,/w ~ 0,1 para la solucion salina enfocada por agua, y w,/w ~0,4 para el

etanol enfocado por agua, siempre con el flujo hacia abajo. Curiosamente, estos
resultados se pueden invertir si el microcanal de enfoque se orienta con el flujo hacia
arriba, como se ilustra en las imagenes insertadas en la Figura 30. De hecho, debido
a la simetria involucrada en el término entre paréntesis en la Ecuacién 3.12, invirtiendo
la orientacion del chip para un par de fluidos determinados es equivalente invertir la
configuracién de estos fluidos para una orientacién de chip dada. Un estudio mas
detallado de la influencia de la gravedad sobre el enfoque hidrodinamico se presenta

en el Capitulo 2.

Experimental: Sol. Salina 20%
hacia arriba

» Agua hacia abajo
! 4 Etanol

08 i = Sol. Salina 20%
hY Modelos:

i P1= P2

o6 | W - =07,

W /w

0ad W hyh,=125 hyh =167

0,2 '

0,0 |

Figura 30. Ancho relativo de la corriente focalizada en funcion de la relacion de alturas de los
fluidos, para un sistema accionado por gravedad con grandes redstatos y fluidos con diferentes
densidades. Los simbolos son datos experimentales obtenidos con el Chip#1 alineado con el
campo gravitacional (flujo hacia abajo) a h, constante = 0,5m. Las barras de error son la
desviacién estandar de diez mediciones. Las lineas son la prediccion de la Ecuacién 3.14 para
las densidades de fluidos correspondientes. Las imagenes insertadas son fotos del Chip#1 que
muestran el flujo enfocado de solucion salina en orientaciones opuestas en relaciéon con la
gravedad (figura modificada de Minetti et al., 2020).

3.5.4. Cuantificacion de los efectos dependientes del tiempo sobre los

caudales

El nivel de liquido en las columnas hidrostaticas decrece gradualmente en el tiempo a
medida que avanza el experimento. Para redstatos grandes, cada brazo del circuito

satisface Q; = p;gh; /R, (Ecuaciones 3.17, 3.18). Dado a que son reservorios
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cilindricos de radio r;, el caudal en cada reservorio es Q, = »r2dh, /dt . Por lo tanto, la

altura del fluido disminuye de manera exponencial (Berli & Deiber, 2004):

h; = h, o exp(-t/t,;) (Ecuacion 3.19)

Donde h;p es el nivel de fluido establecido en t = 0, y t.; es el tiempo caracteristico de

decaimiento de la altura de la columna de liquido,

_ 8,uil-rr2

tr,i
Pi9r4

(Ecuacion 3.20)

Usando r = 20mm, r = 175um y L = 1m, el tiempo estimado por la Ecuacion 3.20 es

ri=3.10%s, lo que significa que el circuito fluidico puede funcionar a caudal constante
durante experimentos de larga duracion.
Esto se debe a que el dispositivo funciona en un estado pseudo-estacionario. El

régimen se cumple si el parametro 4 — 5r?/u4t,, €S mucho menor que 1. Este

numero adimensional relaciona las fuerzas inerciales y viscosas en cada columna
hidrostatica, como se describié detalladamente en un trabajo anterior (Berli & Deiber,

2004). Para los parametros utilizados en nuestros experimentos, el valor es 3, ~107".

Ademas, para los experimentos de enfoque hirdrodinamico, la variable que realmente

importa es la relacion h, /h, , que se espera que varie de la siguiente manera:

h
hy _ ﬁexp[— L[1 _MH (Ecuacion 3.21)
hy  hy t o P2t

siempre que se utilicen depédsitos y tubos capilares iguales en ambos brazos del

circuito. El primer resultado interesante es que h,/h, no cambia con el tiempo si se

usa el mismo fluido en ambos depdsitos (fluido enfocado y fluidos laterales). Para

diferentes fluidos, h,/h, aumentara o disminuira con el tiempo, dependiendo de las

densidades y viscosidades relativas, que determinan el signo del factor exponencial en

la Ecuacion 3.21. Sin embargo, ¢, sigue siendo tan grande que el sistema puede

operar varias horas sin variaciones apreciables. En realidad, el tiempo para observar

una variacion del 1% de h,, /h,, €s t,, In (0,99), que es aproximadamente 1h. Se

puede concluir que el flujo impulsado por la gravedad es bastante apropiado para

realizar experimentos de enfoque hidrodinamico bien estabilizados.
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3.5.5. Ejemplo de aplicacion: Mezcla difusiva y reaccion de color

En esta seccion, se tuvo como objetivo comprobar mediante teoria y experimentos, el
manejo adecuado del enfoque hidrodinamico para una reaccién que tiene lugar en la
interfase de los liquidos dénde ocurre interdifusiéon. Usando la Ecuacion 3.10, el tiempo
de mezclado caracteristico ¢ ~ w2 /4ap ahora se puede estimar como,

W2

t~ —4D(1+ halh, )2 (Ecuacion 3.22)
La validez de esta expresidn esta restringida por las condiciones de la Ecuacién 3.10.
Ademas, se puede predecir la posicion aguas abajo en la que se logra la mezcla: la
longitud de mezcla Inx. Mas precisamente, para la difusion de solutos transversal al
flujo, t mide el tiempo en que la concentracion de la especie, a la distancia transversal
ws, es de alrededor del 8% de la concentracion inicial (Urteaga et al., 2018). Por otro
lado, el transporte advectivo desplaza al fluido una distancia /i en el tiempo de flujo

tr =l /(v), dONde () — g,wa es la velocidad promedio del fluido en el canal de

enfoque. Después de igualar estos tiempos caracteristicos y reordenarlos, se puede
escribir la siguiente relacion para la longitud de mezcla en funcién de la relacion de
altura del fluido,

/ P

e
N (Ecuacion 3.23)
Vo 4f1:he
h1

donde Pe, =q,/Dd es un nimero de Péclet para la difusion de especies a lo largo de

mix

la distancia transversal w (ancho del canal). Por lo tanto, para un caudal dado, la
Ecuacion 3.23 indica que la longitud de mezcla disminuye con el cuadrado de la
relacion de altura del fluido.

Para probar experimentalmente esta prediccion, implementamos una reaccion cuya
velocidad esta controlada solo por difusién, por lo que el tiempo (posicion) para
observar los productos de la reaccién es equivalente al tiempo (posicion) para
observar los reactivos mezclados. Se eligié una reaccion que produce cambio de color
inducido por el cambio de pH: el azul de bromofenol aparece amarillo por debajo de
pH 3 y se vuelve azul por encima de pH 4,6. En el Chip #2, se utilizé como muestra
una solucion hidroalcohdlica (20% v/v) con 0,1% (m/v) de azul de bromofenol a pH 3y
agua a pH 11 como fluido envolvente. Se espera que la corriente central amarilla se
vuelva progresivamente azul en las zonas de interdifusion de las corrientes de coflujo,
donde se desarrolla un gradiente de pH transversal al flujo. Se exploraron diferentes

relaciones h,/h,, manteniendo constante el caudal total, g, =8mL.h". Los
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resultados se muestran en la Figura 31, donde las imagenes de la vista superior del

microcanal de enfoque se escalaron al eje de ordenadas, observando que //w =39

para Chip#2 (Tabla 1).
La prediccion de la Ecuacion 3.23 también se representa en la Figura 31, para

Pe, =760 (linea discontinua) y Pe, =1290 (linea punteada). Estos valores

corresponden al coeficiente de difusion del hidrégeno, Dy = 9 x 10™° m?s™ (Wraight,
2006), y los iones de hidroxilo, Doy = 2,5 x 10™° m?s™" (S. Lee & Rasaiah, 2011),
respectivamente, en agua a temperatura ambiente. El modelo predice razonablemente

bien la distancia a la que cambia el color a lo largo de corriente. Para h, /h, =1, el azul

se desarrolla solo en las interfaces, produciendo un patrén de bandas a lo largo de
todo el canal de enfoque. De hecho, el microcanal no es lo suficientemente grande
para observar la mezcla total antes del puerto de salida, al caudal utilizado. En el otro

extremo, para h,/h, =5,9, la corriente de muestra es bastante estrecha y se vuelve

completamente azul a distancias relativamente cortas desde el inicio del contacto de
las corrientes. Por supuesto, se podria hacer un analisis mas detallado de la
intensidad de la luz reflejada en las imagenes de la Figura 31, de modo que se
pudieran explorar en profundidad los perfiles de concentracion. Los propdsitos en esta
seccion fueron demostrar, de la manera mas simple posible, cémo el modelo
propuesto puede emplearse de manera efectiva para disefar experimentos basados
en difusion y reaccion, con un dominio de enfoque de flujo bien controlado usando

hidrostatica.
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Figura 31. Longitud relativa de mezcla en funcién de la relacion de las alturas de los fluidos.
Las imagenes insertadas son fotografias de la reaccion de color inducida por el pH a lo largo
del flujo enfocado, para h,/h, =1, 1,8, 3,7 y 5,9. Los experimentos se llevaron a cabo en el

Chip#2, donde la relaciéon de aspecto del canal de enfoque es //w =39, por lo que las

imagenes se ajustan a la escala completa del eje de ordenadas. Las curvas son las
predicciones de la Ecuacion 3.23 considerando la difusion de iones hidrogeno (linea
discontinua) e iones hidroxilo (linea punteada), al caudal experimental (figura modificada de
Minetti et al., 2020).

3.6. Conclusiones parciales

Se realiz6 una evaluacion rigurosa del flujo en microcanales rectangulares cuyos
fluidos fueron bombeados por presion hidrostatica. La utilidad técnica de este sistema
de bombeo depende de la conversion apropiada de datos crudos en funciones. Esta
es precisamente la principal contribucién del presente capitulo.

Se ha demostrado que la presién hidrostatica produce corrientes mas estables que las
bombas de jeringa, y que se pueden controlar ajustando las alturas de los liquidos. El

modelo matematico de los sistemas acoplados de bombeo y enfoque hidrodinamico,
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proporciona ecuaciones analiticas para calcular el ancho de las corrientes enfocada en
funcion de la relacion de altura de los fluidos, las cuales fueron validadas con éxito
mediante experimentos.

El segundo aspecto a destacar es que el modelo considera fluidos con diferentes
densidades y viscosidades, lo que se reporté por primera vez para flujos impulsados
por gravedad (Minetti et al., 2020), hasta donde sabemos. Las propiedades
fisicoquimicas de los fluidos de trabajo impactan en la presion proporcionada por las
columnas hidrostaticas, asi como en la formacion del patron del enfoque
hidrodinamico. De hecho, se encontré que el enfoque hidrodinamico de liquidos con
densidades diferentes depende del contraste de densidades y la altura absoluta del
fluido de las corrientes laterales, ademas de la relacion de alturas del fluido. El modelo
predice razonablemente estos efectos para una amplia gama de condiciones
operativas.

Finalmente, demostramos experimentalmente que los flujos impulsados por la
gravedad se pueden manejar adecuadamente para implementar los procesos basicos
de nanoprecipitacion microfluidica, a saber, la difusion molecular y la reaccion
transversal a las corrientes de flujo. Ademas, el modelo propuesto predice
efectivamente las longitudes caracteristicas para la mezcla completa de los reactivos,
en funcion de las alturas relativas de las columnas de fluidos. Por lo tanto, se puede
concluir que el modelo presentado aqui proporciona una base racional para el disefio
de nuevas aplicaciones de enfoque de flujo impulsadas por la presion hidrostatica.
Efectivamente, la plataforma se utilizé luego para elaborar nanoparticulas de albumina,

lo cual se reporta en el Capitulo 4 de esta Tesis.
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Generacién microfluidica de nanoparticulas
de albumina cargadas con curcumina.
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4.1. Introduccién

Las aplicaciones nanotecnolégicas en el sector alimentario son relativamente recientes
comparadas con su uso en delivery de farmacos. En lo que a productos alimenticios se
refiere, el desarrollo de la nanotecnologia esta involucrado en dos aspectos: envases y
alimentos en si (Garcia et al., 2010; H. Liu et al., 2021; Weiss et al., 2006). La
creciente necesidad de producir alimentos funcionales ha motivado el uso de
modernas técnicas basadas en micro y nanotecnologias. Una formulacién de
nanoparticulas (NPs) con propiedades funcionales y fisicoquimicas particulares
posibilita el transporte y liberacién de principios activos, en la busqueda de una ingesta
diaria adecuada de nutrientes especificos y mejoras en la salud (Acosta, 2009; Joye et
al., 2014; Weiss et al., 2006). El pequefio tamafo y la alta relacion superficie/volumen
de las NPs proporcionan tiempos de residencia mas largos, mejor permeabilidad y
solubilidad del bioactivo, en comparacion con las microparticulas (Aniesrani Delfiya et
al., 2016; Robles-Garcia et al., 2016). Estos vehiculos deben proteger eficazmente a
los ingredientes bioactivos contra las condiciones adversas, lo que mejoraria la
estabilidad, la solubilidad, la biodisponibilidad y, por lo tanto, la bioactividad de los
ingredientes (Aditya et al., 2017; de Souza Simdes et al., 2017; Rangan et al., 2016).
En medicina resultan de especial interés dado que pueden proteger a la droga de
degradacién inespecifica, soportar stress fisioldgico o mejorar la estabilidad bioldgica
de la droga, como asi también aumentar la absorcion de la misma al mejorar la
penetracién intracelular y mantenerse en circulacion por periodos largos dentro del
organismo, mejorando el perfil de distribucidn en el tejido y la farmacocinética. Es en la
matriz de las NPs que el bioactivo se puede encontrar disuelto, atrapado, encapsulado
0 adsorbido (Elzoghby et al., 2012; Mohanraj & Chen, 2006).

Entre los materiales que se pueden utilizar para el desarrollo de NPs, las proteinas,
ademas de ser un componente nutricional esencial de los alimentos, son una
excelente fuente de nanomateriales, ofrecen importantes ventajas en términos de
biodegradabilidad, no toxicidad, baja inmunogenicidad, facil disponibilidad y excelente
capacidad de carga de ingredientes activos de diferente naturaleza (Cho & Jones,
2019; Jahanban-Esfahlan et al., 2016). Las NPs hechas a base de proteinas permiten
regular su tamano, el cual puede variar entre los 50 — 300nm (Rahimnejad et al.,
2012). Ejemplos de ellas son la gelatina, el colageno, proteinas de la leche, las
albuminas séricas y proteinas aisladas de trigo, maiz, soja y legumbres (Cho & Jones,
2019; Davidov-Pardo et al., 2015).

Particularmente, las proteinas globulares, dentro de las cuales estan las albuminas,

resultan atractivas para la vehiculizacion de compuestos bioactivos ya que presentan
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la propiedad intrinseca de unir, transportar y/o vehiculizar compuestos bajo la forma de
complejos proteina-ligando, una propiedad vinculada con una de sus funciones
biolégicas (Fach et al., 2016; Fontana et al., 2013). También son capaces de unir
ligandos cargados positiva o negativamente mediante interacciones electrostaticas,
debido que poseen un alto contenido de aminoacidos con carga (Elzoghby et al., 2012;
Loureiro et al., 2016). Otra ventaja que presentan las proteinas es que se encuentran
disponibles en diversas fuentes como en la clara de huevo (ovoalbumina), la leche
(lactoalbuminas), suero (albuminas séricas) (Loureiro et al., 2016).

Los métodos convencionales de generaciéon de NPs por precipitacién consisten en
procesos de produccion por lotes que aplican agitacién constante, mientras se deja
caer o se inyecta una solucion de etanol con el bioactivo hidrofébico en una solucion
acuosa de la proteina (Fan et al., 2018; Rafiee et al., 2019; Salehiabar et al., 2018). La
preparacion microfluidica de NPs de albumina estd emergiendo en la literatura. Kazan
et al. (2019) informaron sobre la elaboracién de NPs de albumina cargadas con
timoquinona mediante el uso de mezcla microfluidica en una unién en T metalica.
Hakala et al. (2020) describieron la formacion de complejos de albumina/celastrol en
chips microfluidicos de polidimetilsiloxano (PDMS). Sun et al. (2020) presentaron el
ensamblaje de NPs de albumina cargadas con cabazitaxel en un chip microfluidico 2D
con un canal de mezcla en forma de espiga. Kovacs et al. (2020) informaron el
entrampamiento de un acido quinurénico en albumina de suero bovino, al implementar
la técnica de inyeccion de flujo en un mezclador de microcanales. S. Zhao et al. (2014)
informaron sobre el entrampamiento de paclitaxel en la albumina sérica humana
mediante el uso de un flujo de gas-liquido segmentado en un mezclador Y
microfluidico convencional.

Particularmente, la generacién de NPs de albumina cargadas con CCM por
precipitacién de la solucién tiene un enorme interés para la formulacién de productos
nutricionales avanzados (Aniesrani Delfiya et al., 2016; Yang et al., 2013). Aun no se
habia informado sobre la elaboracion de NPs de albumina cargadas con CCM
mediante métodos microfluidicos hasta la publicacion realizada en el marco de esta
Tesis (Minetti et al., 2022).

El hecho de que la microfluidica produzca NPs con distribuciones de tamano estrechas
y un control preciso del tamafio de particula se ha demostrado cuantitativamente en
varios trabajos (Baby et al., 2017; Donno et al., 2017; Leung & Shen, 2018). Ademas,
actualmente se estan realizando grandes esfuerzos para ampliar el rendimiento de las
plataformas microfluidicas para la produccion a gran escala de NPs (Giorello et al.,
2020). Vale la pena sefalar que la microfluidica también implica algunos problemas

que pueden dificultar la adopcion de la tecnologia para la produccién a gran escala: la
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microfabricacién de chips es relativamente costosa, son exigentes para el usuario y
principalmente, el proceso de enfoque hidrodinamico tiene un bajo rendimiento. Una
estrategia practica para superar varios de estos problemas es el concepto de la
fabricacion de dispositivos microfluidicos a partir de componentes que ya existen en el
laboratorio, faciimente accesibles de proveedores o impresos en 3D, y disefados para
ser operados con la minima instrumentacién (Mark et al., 2012). Esta estrategia, que
se ha probado con éxito para el enfoque hidrodinamico (Terray & Hart, 2010), la
generacion de microgotas (P. Wu et al., 2014), la produccién de liposomas (Bottaro &
Nastruzzi, 2016) y la preparacion de cristales (Bandulasena et al.,, 2019), esta
aumentando en la actualidad el nimero de usuarios de la tecnologia microfluidica en

diferentes campos.
4.1.1. a-Lactalbumina

Las proteinas de la leche estan divididas en dos grupos: las caseinas, que representan
el 80% del total, y las proteinas del suero, con el 20% restante, dentro de las cuales la
a-lactoalbumina (a-LA) representa el 3.5% del total de las proteinas de la leche (Badui
Dergal, 2006). La a-LA es uno de los principales constituyentes de las proteinas del
suero y su principal actividad biolégica es formar parte del sistema enzimatico
requerido para la sintesis de lactosa, dentro del aparato de Golgi interacciona con la
enzima 3-1,4-galactosiltransferasa y se forma un complejo que genera la sintesis de
lactosa (Baez et al., 2021). Entre sus caracteristicas, tiene bajo peso molecular (14,2
kDa), esta constituida por 123 aminoacidos, tiene alto contenido de triptéfano y una
secuencia de aminoacidos muy parecida a la lisozima del huevo (62,6% a nivel
estructural y 35,8% a nivel de secuencia de aminoacidos), no tiene grupos sulfhidrilo
libres sino que forman una estructura globular compacta estabilizada por cuatro
enlaces disulfuro provenientes de cistinas (Cis®~Cis'?°, Cis®'—Cis’’, Cis3*~Cis®' y Cis?—
Cis'"") (Stanciu & Rapeanu, 2010). La a-LA tiene la temperatura de desnaturalizacion
mas baja (~63°C) de las proteinas del suero, pero este proceso es un 90% reversible
con el enfriamiento. Leves cambios irreversibles en la estructura secundaria ocurren
cuando se calienta a 70 u 80°C y a pH neutro (McGuffey et al., 2005). Su punto
isoeléctrico tedrico es de 4,8 y la uniéon de calcio es necesario para los plegamientos
de la forma nativa y la formacion de los puentes disulfuro (Arroyo-Maya et al., 2014;
Layman et al., 2018).

En condiciones nativas, la estructura terciaria de la a-LA esta constituida por dos
subdominios: a y B. El a es el dominio mas grande, formado por la seccion amino- y
carboxil-terminal de la cadena polipéptidica (residuos del 1-34 y del 86-123). Consiste
en cuatro a-hélices denotadas como A (residuos 5-1), B (23-34), C (86-98) y D (105-
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110) y tres hélices cortas (12-16, 101-104 y 115-119). La region mas pequefa
conformada por el dominio B esta formada por una secciéon central de la cadena
polipéptidica (residuos del 35-85) y abarca a tres pequefias laminas B antiparalelas
(residuos 41-44, 47-50 y 55- 56) y a una hélice corta (77-80) ademas de algunas
estructuras irregulares (Delavari et al., 2018; Stanciu & Rapeanu, 2010).

La unién de calcio influye fuertemente en la estabilidad molecular de a-LA y es
necesaria para el plegamiento ya que el calcio unido esta ligado a los dominios a y .
El ion calcio se coordina con los grupos B-carboxilo de tres residuos de acido aspartico
(Asp®, Asp®” y Asp®), dos oxigenos de carbonilo (Lis”™ y Asp®) y dos moléculas de
agua (Stanciu & Rapeanu, 2010).

En la Figura 32 se observa la estructura de la a-lactalbumina bovina y la secuencia de

aminoacidos.

(b)

1: Glu-GIn-Leu-Tre-Lis-Cis-Glu-Val-Fen-Arg-Glu-Leu-Lis-Asp-Leu-Lis-Gli-Tir-Gli-Gli
21: Val-Ser-Leu-Pro-Glu-Tri-Val-Cis-Tre-Tre-Fen-His-Tre-Ser-Gli-Tir-Asp-Tre-GIn-Ala
41: lle-Val-GIn-Asn-Asn-Asp-Ser-Tre-Glu-Tir-Gli-Leu-Fen-GIn-lle-Asn-Asn-Lis-lle-Tri
61: Cis-Lis-Asp-Asp-GIn-Asn-Pro-His-Ser-Ser-Asn-lle-Cis-Asn-lle-Ser-Cis-Asp-Lis-Fen
81: Leu-Asp-Asp-Asp-Leu-Tre-Asp-Asp-lle-Met-Cis-Val-Lis-Lis-lle-Leu-Asp-Lis-Val-Gli
101:lle-Asn-Tir-Tri-Leu-Ala-His-Lis-Ala-Leu-Cis-Ser-Glu-Lis-Leu-Asp-GIn-Tri-Leu-Cis
121: Glu-Lis-Leu

Figura 32. (a) Estructura cristalografica de la a-LA bovina unida a Ca?*. En el lado izquierdo el
dominio a (amarillo/verde) y en lado derecho el dominio 8 (azul/rojo) el calcio es representado
por la esfera roja (b) Secuencia de los 123 aminoacidos. Las cisteinas resaltadas con colores
son las que forman las cuatro cistinas (figura modificada de Arroyo-Maya, 2012).

La proteina posee dos centros hidrofébicos, uno formado por las a-hélices A, By Cy
esta contenido dentro del dominio a. El otro centro hidrofébico, conocido como parche
hidrofébico, esta formado por las a-hélices C y D y residuos del dominio B (Demarest
et al., 1999).

Por lo descripto anteriormente, la a-LA posee numerosas propiedades estructurales y
funcionales que podria facilitar su aplicacion como agente de entrega de una variedad

de compuestos bioactivos. Pueden unirse a iones y/o moléculas hidrofébicas. Se ha
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demostrado que a-LA forma complejos con diferentes compuestos tales como los
acidos grasos, vitaminas, polifenoles y farmacos (Delavari et al., 2015, 2018; Yi et al.,
2016).

4.1.2. Curcumina

La curcumina (CCM) es un polifenol natural de bajo peso molecular (368g/mol)
extraido de Curcuma longa. Se observa como un compuesto cristalino con un color
amarillo anaranjado brillante, utilizado tradicionalmente como especia y colorante
alimentario, pero también se ha demostrado tener una amplia variedad de efectos
farmacologicos, lo cual ha motivado su administracién como parte del tratamiento y
prevencion de diferentes patologias. Diversos estudios han reportado que la CCM
tiene actividad contra enfermedades como el cancer, la diabetes, obesidad,
enfermedades autoinmunes, pulmonares, cardiovasculares, neurolégicas e
infecciones, al comprobarse propiedades antioxidante, antiinflamatoria,
anticancerigena, antiprotozoaria, antiviral, antibacteriana, entre otras. (Kotha & Luthria,
2019; Sasaki & Kichida, 2012).

Su estructura quimica presenta tres componentes: dos anillos aromaticos, los cuales
presentan grupos o-metoxifendlicos, unidos simétricamente a través de una cadena de
siete carbonos conformada por una p-dicetona-af-insaturada (Figura 33a) (Lestari &
Indrayanto, 2014), ademas presenta tautomerismo ceto-endlico, dependiendo del
medio en el que se encuentre, predomina una forma sobre la otra. En medios alcalinos
la forma enol predomina, mientras que en medios acidos y neutros predomina la forma
ceto (figura 33b). La forma endlica es la mas estable debido a que se estabiliza
mediante enlaces de hidrégeno asistidos por resonancia entre los anillos fendlicos y
una densidad de electrones distribuida por toda la molécula en comparacioén con otras

conformaciones (Lestari & Indrayanto, 2014).
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(a)

-Dicetona-
o,p-insaturada

OMe  Forma ceto OMe OMe  Forma enol OMe

Figura 33. (a) Estructura quimica de la CCM (b) Estructura quimica de los tautémeros de la
molécula de CCM (figura modificada de Gonzalez-Albadalejo et al., 2015)

La CCM tiene naturaleza lipofilica, es practicamente insoluble en agua a temperatura
ambiente a pH acido y neutro. A pH basicos la solubilidad se incrementa pero se
degrada rapidamente (Lestari & Indrayanto, 2014). En cambio, es soluble en
disolventes organicos polares y no polares, asi como en disolventes extremadamente
acidos. Se informaron tres valores de pKa para la CCM: 7,75, 8,55y 9,05, los dos
primeros son de los grupos OH fendlicos, y el tercer valor es del proton endlico
(Priyadarsini, 2009).

A pesar de sus propiedades beneficiosas para la salud, debido a sus caracteristicas
quimicas, la CCM es una molécula poco estable y de rapido metabolismo, lo cual
implica que la capacidad para ser absorbida a través de las barreras fisiologicas y las
concentraciones plasmaticas sean bajas (Priyadarsini, 2009). Al mismo tiempo, esto
impide su inclusién en alimentos y bebidas funcionales; por lo tanto, el
entrampamiento de CCM en portadores hidrofilicos es altamente deseable
(McClements et al., 2015), y actualmente se estan realizando varios intentos de
vehiculizacién (T. Jiang et al., 2020; Luiza Koop et al., 2022). En particular, la unién de
CCM a proteinas solubles es una alternativa prometedora para una mejor
biodisponibilidad y accién terapéutica, incluso diferentes nanoformulaciones de CCM
exhibieron eficacia terapéutica in vitro (Bourassa et al., 2010; Chow et al., 2015; L.
Jiang & Korivi, 2013; Yu et al., 2017).

4.2. Objetivos
Los objetivos especificos de este capitulo son los siguientes:

e Generar NPs obtenidas por nanoprecipitacibn en un dispositivo de

microfluidica.
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e Caracterizar el sistema biopolimérico obtenido en cuanto a su tamafio, forma y
estructura.
¢ Evaluar la eficiencia de entrampamiento del bioactivo, rendimiento del proceso

y el perfil de liberacion del bioactivo.

Se propuso el uso de un dispositivo “off-the-shelf’ para implementar el proceso de
nanoprecipitacion de una manera simple y econdmica. Se fabricd un dispositivo
microfluidico de canal circular que permite la generacion de flujos laminares coaxiales,
preparado a partir de agujas dispensadoras, microtubos y conectores en T, formando
dos cilindros huecos concéntricos, donde la corriente central de etanol-CCM se enfoco
radialmente con una solucién acuosa de a-LA. La principal ventaja de este dispositivo
fue la resistencia a solventes organicos, a diferencia de los dispositivos fabricado
anteriormente donde se observé que cuando se trabaja con solventes organicos por
periodos prolongados en los chips fabricados con cinta OCA, el material comienza a
desintegrarse, se alteran los canales y es muy probable que parte del pegamento
contamine la muestra. Los fluidos fueron impulsados por la gravedad, lo que, ademas
de la simplicidad y el bajo costo, brinda una mayor estabilidad del flujo y un manejo

preciso de las corrientes enfocadas, estos aspectos que se detallaron en el Capitulo 3.
4.3. Fundamentos de la técnica microfluidica
4.3.1. Tiempo de mezcla en el flujo coaxial

Se logré la nanoprecipitacion por enfoque microfluidico en capilares cilindricos. El
proceso se muestra esquematicamente en la Figura 33. Dos corrientes de fluidos se
ven obligadas a fluir coaxialmente a lo largo del tubo capilar (Figura 33c). La corriente

de etanol que contiene CCM (liquido interior a caudal Q,) es comprimida y envuelta
por la solucién acuosa de a-LA (liquido exterior a caudal @, ). La interdifusion a través

de la interfase nucleo-vaina permite una mezcla rapida y el consiguiente proceso de
modificacion de disolvente, que desencadena la nucleacion de precursores y el
crecimiento de NPs.

Si la corriente enfocada es muy estrecha (micrometros), entonces la mezcla es rapida
(milisegundos) y se obtienen NPs monodispersas. Los flujos coaxiales se han
investigado a fondo para predecir las condiciones de operacion que aseguran una
nanoprecipitacion homogénea (Hajian & Hardt, 2015; Middha et al., 2019). Es

importante centrarse en controlar el radio de la corriente central r (Figura 33c).
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Figura 34. (a) Representacion esquematica de la configuracion microfluidica; el flujo es
impulsado por la presion hidrostatica y las velocidades estan reguladas por la resistencia
hidrodinamica de cada brazo. (b) Fotografia del dispositivo off-the-shelf ensamblado en el
laboratorio para realizar el enfoque hidrodinamico; consta de una aguja dosificadora, un
conector en T y un tubo capilar. (c) Dibujo de los dominios fluidicos: la seccion de flujo coaxial
es seguida por la seccion de coflujo, donde la solucion organica de CCM (caudal Q,) es

enfocada por la solucién acuosa de a-LA (caudal Q, ). El panel inferior (circulo) representa una

vista transversal del flujo nucleo- vaina, que muestra la region de interdifusion, donde tiene
lugar la nanoprecipitacion (figura modificada de Minetti et al., 2022).

De hecho, el tiempo de mezcla se puede considerar como el tiempo de difusion
caracteristico,

f2

th r —
T))
donde D es el coeficiente de difusién molecular de un solvente en el otro (Karnik et al.,
2008; Leung & Shen, 2018; Tresset et al.,, 2013). Por lo tanto, tanto el tamafio

promedio como la dispersion del tamafio de las NPs dependen del radio de la corriente

(Ecuacion 4.1)

enfocada.

El dispositivo propuesto permite controlar con precision r a partir de la relacion o, /q, -
Ademas, se puede estimar tedricamente la funcion , — r(@, /@,). Y luego el tiempo de
mezclado. Para fluidos de trabajo con diferentes densidades, el enfoque hidrodinamico
depende en gran medida de la orientacién del chip en relacion con la aceleracién de la
gravedad, como se analizé en el Capitulo 2.

Para capilares cilindricos, las relaciones tedricas , — f(q, /Q,) estan disponibles
(Vempati et al., 2007), aunque en formas implicitas que exigen calculos numéricos. En
aras de la simplicidad, aqui consideramos la expresion limite para fluidos con igual

densidad y viscosidad; eso es,
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2 12
r Q,/Q
SR R (P ¥ i
[ro J [1 1Q,/Q, ] (Ecuacion 4.2)

Donde r, es el radio interior del cilindro exterior (Figura 34c). Por ejemplo, usando
capilares con r, =175 um, la corriente enfocada se puede adelgazar de r =95um en
Q,/Q, =1 a alrededor de 38um en q,/@, =10. Es importante enfatizar que la

Ecuaciéon 4.2 no tiene en cuenta los efectos de la gravedad. En el caso del etanol
enfocado por agua, con el flujo hacia abajo, la corriente central es ligeramente mas
gruesa que la prediccion de la Ecuacion 4.2, porque la fuerza de flotaciéon que actua
sobre el fluido menos denso disminuye su velocidad relativa y expande la corriente de
fluido (Giorello et al., 2020). Lo contrario sucede si el flujo es hacia arriba. Con estas
consideraciones en mente, incluimos la Ecuacion 4.2 en la Ecuacién 4.1 para estimar

el tiempo de mezcla como,

2 12
by~ o (g [_Q2/@ (Ecuacion 4.3)
4D 1+ Q,/Q,
Utilizando el coeficiente de difusion del agua en etanol, D = 1,24 10°m?/s (Cussler,

1997), y para r, =175 um, se observa facilmente que fp puede disminuirse de 1,6 s en
Q,/Q, =18 250ms en q, /Q; =10. Tanto el tamafo de las NPs como la dispersion del
tamano disminuyen en esta direccion (Karnik et al.,, 2008; Leung & Shen, 2018;
Tresset et al., 2013). Los valores mas grandes de q, /q, conducen a cantidades bajas
de NPs por unidad de volumen y también pueden desequilibrar las concentraciones
relativas de los reactivos. Precisamente, un desafio de la microfluidica para la
nanoprecipitacion es reducir tp a milisegundos, mientras mantiene el rendimiento de la

reaccion en un nivel razonable.

4.3.2. Regimenes de flujo para nanoprecipitacion
Para evaluar el régimen de flujo apropiado para la nanoprecipitacion, el tiempo de
mezcla difusiva debe compararse con el tiempo de flujo caracteristico,

2
gl

t.=—-—0
FQ,+Q,

(Ecuacion 4.4)

que mide el tiempo consumido por el transporte advectivo para desplazar el fluido a lo
largo de la longitud capilar /. Luego incluimos el numero de Péclet, definido como

Pe =ty /tg , que se escribe de la siguiente manera (después de dividir la Ecuacion 4.3

por la Ecuacién 4.4),
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12
pe- Xty [ Q/Q (Ecuacion 4.5)
47D 1+Q,/Q,

Es interesante observar que el régimen de transferencia de masa depende del radio
capilar y esta gobernado por las velocidades de flujo de las corrientes del centro y la

cubierta. Por lo tanto, para un dispositivo determinado, Q, y Q, deben ajustarse para

satisfacer siempre Pe < 1, lo que garantiza un intercambio de disolvente completo
antes de la salida del tubo capilar. Ademas, la Ecuaciéon 4.5 es util para disefar el
montaje experimental. Por ejemplo, se puede predecir la longitud de mezcla /nix como
la posicion aguas abajo en la que se logra la difusion transversal en la corriente

enfocada, es decir, cuando t, coincide con t.. Poniendo Pe = 1, Q,/Q, =10Y

Q, + Q, = 20 mL/h en la Ecuacion 4.5, se obtiene /mix = 2cm.

4.3.3. Caudales en flujo impulsado por gravedad

En el sistema de bombeo hidrostatico utilizado aqui, los caudales Q, y Q, resultan de

la presién superior y la resistencia hidrodinamica de todo el circuito, que también
dependen de las propiedades del fluido. Los depdésitos de fluido se pueden colocar a
diferentes alturas h (Figura 34a) en relacién con el inicio del coflujo, que se toma

como nivel de referencia. En la practica, las resistencias hidrodinamicas R, y R, son

muy grandes (en relacion con la resistencia del dispositivo) para mejorar la estabilidad
del flujo y ampliar el rango operativo del sistema de bombeo, tal como se detallé en el
Capitulo 3. Este arreglo de resistencias también desacopla los balances de caida de

presion para el circuito, y las ecuaciones se simplifican a,
p19hy = psghs = p1Q4R; (Ecuacion 4.6)
P29hy = paghs = prQ,R, (Ecuacién 4.7)

Ecuaciones 4.6 y 4.7 se utilizan para ajustar las alturas de los fluidos para caudales
prescritos, siendo ps; la densidad media de la mezcla de fluidos. Por otro lado,
dividiendo la Ecuacion 4.6 por la Ecuacion 4.7 y reordenando, permite predecir la

relacion Q,/Q, para una configuracion dada de alturas de fluido,

Q _R M (Ecuacién 4.8)

Q, _R_z [P1h1 _Pshs]

Se puede hacer una simplificacion adicional colocando el extremo de la tuberia de
salida a la misma altura del inicio del co-flujo (nivel de referencia, Figura 34a). Esta

solucion practica hace a hs = 0 en las Ecuaciones 4.6 y 4.7, y por tanto se obtiene una
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relacion lineal Q,/Q, = f(h,/h,). Finaimente, vale la pena sefialar que la relacion ha/h;

no varia apreciablemente durante las corridas experimentales, como se demostro
anteriormente en el Capitulo 3. Otras estrategias, como el llenado de depésitos,
también se pueden adaptar faciimente (Gao et al., 2019; Wang et al.,, 2018),

principalmente para prolongar el proceso de elaboracion de NPs.
4.4. Materiales y métodos
4.4.1. Quimicos y materiales

BioPURE a-LA (lote de produccion JE 025-18-414) fue proporcionado por Davisco
Foods International Inc. (Eden Prairie, Minnesota, EE.UU.). La composicion
suministrada por el fabricante fue: contenido de humedad, 5,0%; proteina, 98,2%
(91,3% de esta proteina correspondia a a-LA); grasa, 0%; y ceniza, 1,7%. La CCM de
productos naturales (pureza: 96,5%) se obtuvo de Konark Herbals & Health Care
(Maharashtra, India). El etanol 96% (Bialcohol, Cérdoba, Argentina) se compré en el
mercado local. Todos los demas productos quimicos utilizados fueron de grado

analitico y se utilizdé agua ultrapura en todos los experimentos.
4.4.2. Dispositivo microfluidico empleado

Los dispositivos de microfluidica se fabricaron con los siguientes componentes: agujas
dispensadoras de acero inoxidable (1/2” 21G, 510um ID, 810um OD), conectores en T
transparentes (puas de 1/16”, polipropileno), tuberia de teflén 350um ID y tubos de
silicona para accesorios. Los componentes se ensamblaron de manera similar a los
prototipos utilizados para la generacion de gotas (T. Li et al.,, 2016), aunque aqui
armamos flujos coaxiales para enfoque hidrodinamico. Para la fabricacion de este
disefio, se quitdé el cono plastico de la aguja y se despunté el bisel usando una
maquina pulidora. Luego, el eje de la aguja se inserté a través del conector en T y se
ajusto utilizando el extremo conico de una punta de micropipeta. Este conjunto forma
una seccion coaxial que se alinea con un tubo capilar, el cual se ajusta al extremo
opuesto del conector en T utilizando una pequefa porcion de tubo de silicona (Figura
34b). El tubo capilar es la secciéon donde las corrientes son forzadas a fluir
conjuntamente y se lleva a cabo el enfoque hidrodinamico (Figura 34c).

El dispositivo se fijo a un soporte plano que se coloco verticalmente, con la direccion
del flujo alineada con la aceleracion de la gravedad. Se utilizé presion hidrostatica para
el bombeo de fluidos (Figura 34a), siguiendo los procedimientos experimentales de
configuracion, calibracién y operacion descritos anteriormente en el Capitulo 3. Los

caudales para cada condicion de funcionamiento se calcularon como se describio
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anteriormente en la Seccion 4.3.3. Todo el sistema se operd en un laboratorio con

condiciones de temperatura controlada.
4.4.3. Preparacion de las soluciones.

Se prepararon soluciones acuosas de a-LA al 0,2%(m/v). El polvo seco se agrego
poco a poco sobre la solucion salina de buffer con fosfato (PBS) 50mmol/L y pH 7, a
temperatura ambiente y luego se sometié a agitacion magnética durante 30 min. Para
evaluar la influencia del tratamiento térmico en la formacién de NPs y el
entrampamiento del bioactivo, se calenté la solucion de a-LA a 70°C durante 10min
antes del proceso de nanoprecipitacion. Este tratamiento térmico suave tuvo como
objetivo inducir un pequefio grado de desnaturalizacién de la proteina, lo que
promoveria la exposicion de zonas hidrofébicas para mejorar las interacciones
proteina-proteina y proteina-curcumina. A continuacién, la solucion se enfri6 a
temperatura ambiente para su uso. Se prepararon soluciones organicas de CCM al
0,05%(m/v) en etanol al 96%(v/v) a temperatura ambiente, en condiciones de
oscuridad. Ambas soluciones se prepararon y se mantuvieron refrigeradas durante la
noche. Previo a su uso, las muestras fueron acondicionadas a temperatura ambiente y
luego desgasificadas en un bafo ultrasénico (Testlab TB02, Buenos Aires, Argentina).
Las condiciones de ultrasonido fueron 80W, 40 kHz, 24°C y 20min, aplicadas por igual
a todas las soluciones acuosas. La desgasificacion de fluidos es un paso clave en la
preparacion de muestras microfluidicas, para evitar la generaciéon de burbujas que

pueden perturbar el flujo en los microcanales.

4.4.4. Preparacion de las NPs

Las soluciones de reactivos se colocaron en jeringas de plastico de 60mL utilizadas
como depdsitos de fluidos para el sistema de presion hidrostatica. Las jeringas se
fijaron a plataformas deslizantes sobre rieles verticales de 80cm montados con reglas
para medir con precision la altura de los fluidos, como se muestra en la fotografia de la
Figura 35a. La produccion de NPs de a-LA con CCM fue llevada a cabo en el sistema
de flujo coaxial, como se describe en la Figura 34: el fluido interno fue la solucion

organica de CCM, inyectada al caudal Q,, la cual es hidrodindmicamente enfocada por
el fluido externo, la solucion acuosa de a-LA, inyectada al caudal Q,. Tanto la relacion
de caudales (Q,/Q,) como el caudal total (Q,+Q,) fueron controlados, como se

describe a continuacién en las Secciones 4.5.1 y 4.5.2. El producto de la reaccion
(suspension de NPs) se recogio en diferentes viales para su posterior caracterizacion
(Figura 35b). Todo el sistema se mantuvo a temperatura controlada en el laboratorio
(24°C).
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(b)

Figura 35. (a) Fotografia de la plataforma de infusién por presion hidrostatica con los depositos
de fluidos conectados al dispositivo de flujo coaxial. (b) Fotografia de viales con suspensiones
de NPs obtenidas a Q,/Q; =10 y Q; + Q, =20mL/h. 1, a-LA nativa sin CCM; 2, a-LA nativa

con CCM; 3, a-LA pretratada térmicamente, con CCM; y 4, a-LA pretratada térmicamente, sin
CCM.

4.4.5. Caracterizacion del tamaiio y la forma de las NPs
4.4.5.1. Dispersion de luz dinamica (DLS)

Tanto el diametro hidrodinamico como el indice de polidispersidad (IPD) de las NPs se
determinaron mediante DLS (Brookhaven Instrument, Nueva York, EE. UU.). Las
mediciones se realizaron inmediatamente después de recolectar las NPs en la salida
del dispositivo de microfluidica. Para cada muestra, se realizaron 4 corridas y el tiempo
de adquisicion se fijo en 100 s para cada corrida. La temperatura se fijé en 30°C y el

angulo de deteccién fue de 90°.
4.4.5.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se prepararon diferentes diluciones de la suspension de NPs (1/5, 1/10, 1/50, 1/100).
La solucién diluyente fue una mezcla 10:1 de buffer PBS (50mmol/L) y etanol
(96%v/v). Se depositaron gotas (5uL) de cada dilucion sobre sustratos de vidrio limpios
de 1cm x 1cm. Las muestras se secaron al aire y luego se recubrieron con una capa
de oro mediante el uso de un moédulo SPI 12157-AX de recubrimiento por

pulverizacion catddica (SPI Supplies, EE. UU.). Las observaciones se realizaron con
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diferentes aumentos en el rango de 2500x—76000x, utilizando un microscopio Phenom
PRO (Phenom-World BV, Paises Bajos) operado a 10 kV.

4.4.5.3. Microscopia electronica de transmision (TEM)

La suspension de NPs se diluyé 1/200 con la solucién de PBS-etanol indicada
anteriormente. Se depositd una gota de 5uL en una rejilla de cobre recubierta de
carbono de malla 200 formvar (Ted Pella Inc., EE. UU.). Las muestras se secaron al
aire a temperatura ambiente y no se afiadieron soluciones de tincién a la rejilla. Las
observaciones se realizaron con un aumento de 30000x utilizando un microscopio
electrénico de alta resolucion JEM-2100 plus (JEOL, Tokio, Japdn) equipado con un

emisor LaB6 y operado a un voltaje de aceleracion de 100kV.

4.4.6. Caracterizacion de la estructura de nanoparticulas

Las particulas recién preparadas se recogieron en un vial, se congelaron a -80°C y se
liofilizaron durante 24h a una presién de vacio de 0,010mbar en un liofilizador de
laboratorio (Cryodos 80, Telstar). El polvo seco (1-2mg) se mezclado con bromuro de
potasio (100mg) y comprimido en forma de disco. Los espectros se obtuvieron usando
un espectrofotometro FTIR-8001 PC (Shimadzu). Rango de frecuencia: 4000-

400cm™, resolucion espectral: 4cm™ y nimero de escaneos: 40.
4.4.7. Eficiencia de entrampamiento de CCM (EE)

Después de la nanoprecipitacion microfluidica, las moléculas de a- LA permanecen en
dos fracciones: formando las NPs y libres en solucion. La CCM no atrapada se separ6
de las NP mediante ultracentrifugacion (centrifuga Bio fuge 28RS, Heraeus Sepatech,
Osterode, Alemania) a 20000g durante 15min a 15°C. La cantidad de CCM cargada en
las NPs se determind por la diferencia entre la concentracién inicial de CCM y la
concentracién de CCM presente en el sobrenadante. Se diluyé una alicuota del
sobrenadante de centrifugado con PBS y se midié la cantidad de CCM mediante
espectrofotometria UV-visible (Agilent Technologies Cary 60, California, EE. UU.). La
cantidad de CCM se calcul6 a partir de una curva estandar de absorbancia a 426 nm.
La eficiencia de entrampamiento de CCM de las NPs de con CCM esta dada por,

CCM; — CCM

EECR) = —Ccm
B

x100 (Ecuacion 4.9)

Donde CCMr es la concentracion total de CCM en la solucién que alimenta la corriente
central y CCMs es la concentracion de CCM en el sobrenadante después de la
nanoprecipitacion. En el Apéndice 1 se presenta la curva de calibrado elaborada para

la cuantificacion.
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4.4.8. Rendimiento de NPs (RNPs)

El RNPs determina la cantidad de biopolimero que efectivamente forma NPs en
relacion a la cantidad de biopdlimero utilizado inicialmente (Merodio et al., 2001). Para
la cuantificacion del porcentaje de a-LA libre remanente tras la nanoprecipitacion, las
NPs se separaron del sobrenadante mediante centrifugacién a 20000g durante 15min
a 15°C. La concentracion de a-LA en el sobrenadante se determind mediante el
método de Bradford (Kruger, 2009). El contenido de proteina de las muestras se
calculé por interpolacién en una curva estandar de a-LA previamente preparada para
el rango de cantidad de proteina de 10 a 200 pg. EI RNPs se calculé de la siguiente

manera:

alAr —al Ag y

RNPs(%) = A
aLAT

100 (Ecuacion 4.10)

donde aLAr es la concentracién total de a-LA en la solucion que alimenta la corriente
envolvente y alLAs es la concentracién de a-LA libre presente en el sobrenadante
después de la nanoprecipitacion. En el Apéndice 2 se presenta con mas detalle la

metodologia aplicada y la curva de calibrado elaborada para la cuantificacion.

4.4.9. Liberacion de CCM in vitro

Se llevaron a cabo ensayos de liberacion de CMM desde las NPs y el efecto potencial
del pretratamiento térmico aplicado a la solucién de proteina. Se recogieron en viales
3,6mL de NPs recién preparadas. Luego se anadieron 11,1mL de medio de liberacion
(PBS/etanol 10:1, pH 6,8) para completar un volumen final de 15mL. Ademas, se
agregaron 300 uL de solucion de acido ascorbico al 1% para evitar la degradacion de
la CCM (Jithan et al., 2011; Lestari & Indrayanto, 2014). Los viales se mantuvieron a
37°C en un agitador orbital a 130 rpm. Se utilizé un vial para cada tiempo de liberacion
preseleccionado. Transcurrido el tiempo de liberacién especificado, cada vial se
centrifugd a 20000g durante 20min a 25°C para obtener el sobrenadante sin NPs. La
concentracién de CCM en el sobrenadante se cuantific6 mediante espectrofotometria
UV-visible. Los experimentos se realizaron por triplicado. La liberacion de CCM se
determiné restando la cantidad de CCM no atrapada inicialmente presente en el medio

de liberacién. Se calculé el porcentaje de liberacién acumulada de farmaco.

4.4.10. Actividad antioxidante (AAO)
A los efectos de evaluar si la CCM liberada mantiene su funcionalidad, se determind
una de sus propiedades funcionales, la actividad antioxidante (AAQO). Se recogi6 un

volumen de 3,6mL de las NPs recién elaboradas con y sin CCM y de CCM libre y se
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anadieron 11,1mL de medio de liberacion (PBS/etanol 10:1, pH 6,8) para completar un
volumen final de 15mL. No se adicioné acido ascoérbico para que no interfiera en los
resultados de AAO. Por tal motivo se considerd la determinacién a los 30 minutos de
incubacion. Las NPs en medio de liberacion se mantuvieron a 37°C en un agitador
orbital a 130 rpm. Transcurrido los 30 minutos, se determiné la AAO mediante la
metodologia propuesta por Re et al. (1999) con algunas modificaciones. Este método
consiste en la eliminacion del radical ABTS [(2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico))], un cromdéforo azul-verde cuya intensidad de color disminuye a medida que
se reduce debido a la presencia de un compuesto antioxidante. En este método, se
agrega un antioxidante a una solucién radical ABTS preformado y después de un
periodo de tiempo fijo, el ABTS restante se cuantifica espectrofotométricamente a
734nm. El radical ABTS se genero con la preparacion de una solucion madre de ABTS
en PBS 5mmol/L a pH 7,4, hasta una concentracion de 7mmol/L. Luego se continud
con la generacién del cation radical ABTS, reaccionando la soluciéon madre ABTS con
una solucion concentrada de persulfato de potasio (K2S20s) preparada en el momento
en PBS 5mmol/L a pH 7,4, de manera de lograr una concentracion final de
2,45mmol/L. Seguidamente se incubd la mezcla en oscuridad y a temperatura
ambiente durante 12-16h de manera de que se produzca el radical ABTS. Transcurrido
este tiempo y al momento previo del ensayo, se prepard la solucién de trabajo
diluyendo la mezcla de ABTS con PBS 5mmol/L a pH 7,4 hasta lograr una absorbancia
de 0,70 £ 0,02 a 734nm (Eberhard et al., 2019).

Para expresar los resultados como capacidad antioxidante equivalente a Trolox
(TEAC), se utilizé Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman2-carboxilico)
4mmol/L en PBS 5mmol/L a pH 7,4, un analogo de vitamina E soluble en agua que se
utiliza como estandar. La curva de calibracion se efectudé midiendo puntos de Trolox en
el rango de concentraciones 2-25umol/L, de forma de lograr un porcentaje de
reduccion del color inicial de ABTS entre el 20 y el 80%. Se calculd el porcentaje de
eliminacion del radical ABTS (Easts(%)) después de 7 min a partir de la siguiente

ecuacion:

A0 _A7

0

EABTS(%) = X100 (EcuaCién 411)

donde A, es la absorbancia de la solucion de trabajo del radical ABTS al inicio del
ensayo, As es la absorbancia de la muestra mas la solucion de trabajo del radical

ABTS, transcurridos los 7 min de incubacion. Luego de obtener los porcentajes de
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disminucién de color, se continué con la realizacién de la correspondiente curva de
calibracion (Easts(%) vs. concentracion de Trolox) (Apéndice 3).

Para la determinacion de la AAO de las muestras de interés, se adiciond a 1mL de la
solucion de trabajo del radical ABTS a 30uL de la muestra de NPs con medio de
liberacion y CCM libre. Debido a pruebas realizadas anteriormente se decidid no
centrifugar las muestras antes de medir la AAO ya que adicionaba gran variabilidad a
los resultados. Con el porcentaje de disminucion del color para cada muestra
incognita, se ingresé a la curva de Easrs(%) vs. concentracion de Trolox (umol/L), y los
resultados Easrs(%) de todas las muestras se expresaron como TEAC, en mmol/g de

Trolox por g de muestra, de la siguiente manera:

o/ _
Teac| Mmol) _[Easrs(%e)-1] (1000+S) 1 1 g0 isn 412
g m S 1000 C

donde Easrs(%) se calculd como en la Ecuacion 4.11; I es la intercepcion; m [L/umol]
es la pendiente de la curva de calibracion Trolox; S [uL] es el volumen de muestra
empleado en el ensayo; y C [g/L] es la concentracién de proteina y CCM presente en
la muestra. En todas las muestras se tomé la lectura del blanco como absorbancia
inicial antes de tomar cada determinacion y todos los ensayos se hicieron por

triplicado.
4.4.11. Andlisis estadistico

Para discriminar el efecto del pretratamiento térmico en las caracteristicas de las NPs,
se llevd a cabo un analisis de varianza (ANOVA) utilizando el programa Statgraphics
(Statgraphics Inc., Rockville, MD, EE.UU.). Cuando se detectaron diferencias

significativas (p < 0,05), se realiz6 una comparacion de medias.

4.5. Resultados y discusion
4.5.1. Generacion microfluidica de NPs

Como se describié anteriormente, se utilizé el enfoque hidrodinamico en un dispositivo
microfluidico accionado por gravedad ensamblado en nuestro laboratorio (Figura 34).
En primer lugar, se presentan los resultados de la nanoprecipitacién observados
macroscépicamente: la Figura 35 muestra ejemplos tipicos de suspensiones recién
obtenidas, donde tanto la claridad o6ptica como la ausencia de precipitados son
evidentes. Las suspensiones de a-LA solas son transparentes, con una opalescencia

ligeramente diferente segun si se aplicd o no el pretratamiento térmico. En cambio, se
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observa un color amarillo brillante (todavia claramente transparente) en el caso de las
NPs cargadas con CCM. Al observar las suspensiones al microscopio optico no se
visualizaron cristales de CCM. Efectivamente, en el flujo coaxial, a medida que los
solventes se interdifunden, el etanol desnaturaliza levemente las moléculas de
proteina, lo que expone zonas hidrofébicas que son capaces de unir CCM, mientras
que el agua actiua como un antisolvente para la CCM. Ambos efectos conducen
simultdneamente al ensamblaje de NPs-aLA-CCM. El delgado enfoque hidrodinamico
aseguré una sobresaturacion rapida de los fluidos precursores, lo que dio lugar a
particulas nanométricas con una distribucién de tamano estrecha, que forman las
suspensiones coloidales transparentes que se observan en la Figura 35.

A continuacién se reporta la evaluacién de las condiciones de flujo que aseguran un
proceso de nanoprecipitacion eficiente. De acuerdo con el modelo simplificado
realizado en la Seccién 4.3.2 (Ecuacién 4.5), el régimen de flujo esta completamente

definido por dos parametros: la relacion de caudales Q,/Q, y el caudal total Q, +Q,.

Los efectos independientes de estas variables fluidodinamicas sobre el tamafio y la
polidispersidad de las NPs se presentan en la Figura 36. Vale la pena sefialar que
establecer Q,/Q, para un Q;+Q, dado y vice versa, requiere una cuidadosa
configuracion de altura del fluido, la cual se lleva a cabo a partir de la teoria descrita en
la Seccion 4.3.3.

La Figura 36a muestra que el tamafio de las NPs disminuye monétonamente con la
relacion de caudal, de acuerdo con las discusiones dadas anteriormente en la Seccién

4.3.1. De hecho, el radio de la corriente enfocada disminuye con Q,/Q, vy, por lo
tanto, el tiempo de interdifusion. Usando la Ecuacion 4.3 con r, =175um y D = 1,24
10°m?/s, se obtiene que tp disminuye de 470ms en Q,/Q,=5 a 140ms en
Q,/Q, =18. Se sabe que cuanto menor es el tiempo de mezcla, mayor es el numero
de puntos de nucleacién y mas chicas resultan las NPs, tal como se describe para los

procesos de nanoprecipitacion (Karnik et al., 2008; Leung & Shen, 2018; Tresset et al.,

2013). El aumento adicional de Q,/Q, conduce a NPs aun mas pequefias; sin

embargo, el rendimiento disminuye a medida que las NP se diluyen en el fluido
envolvente. Precisamente por eso las barras de error aumentan mas alla de

Q,/Q, =10 en la Figura 36a, dado que la sensibilidad de las mediciones de DLS

disminuye a concentraciones de particulas muy bajas.

La Figura 36b muestra como el tamafo de las NPs disminuye fuertemente con el
caudal total. Este resultado se ha observado comunmente en la nanoprecipitacion
microfluidica, no solo para albumina (Sun et al., 2020), sino también para particulas de

polimero (Xu et al., 2017) y liposomas (Carugo et al., 2016). Usando la Ecuacion 4.4
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con ry =175umy / = 5cm, se observa que el tiempo de residencia disminuye de 1,8s
en Q;+Q, =10mL/h a alrededor de 0,6 s en Q,+Q, =30mL/h, induciendo una

disminucion del tamafo de las NPs de 270 a 130nm. Sin embargo, el mecanismo
detras de tal comportamiento no es facil de inferir a priori. Los posibles factores fueron
considerados recientemente por Hamdallah et al. (2020). En cualquier caso, esta claro
a partir de la Figura 36 que la técnica microfluidica permite ajustar el diametro de las

NPs controlando las velocidades de flujo de los fluidos precursores.
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Figura 36. Tamafo de NPs CCM-aLA, medido por DLS, para diferentes condiciones de flujo
durante la elaboracién por microfluidica. (a) Didmetro de las NPs en funcién de la relacion de
caudal, manteniendo constante el caudal total (20mL/h). (b) Diametro de las NPs en funcién del
caudal total, manteniendo constante la relacion de caudales (10). Las barras de error se
calcularon con datos obtenidos de cuatro mediciones de DLS diferentes (figura modificada de
Minetti et al., 2022).

4.5.2. Condiciones criticas de flujo para la generacién de NPs

Sobre la base de la modelizacién teérica (Seccion 4.3) y los experimentos realizados
(Figura 36), a continuacion, definimos el rango de operacién de los parametros
fluidodinamicos. La Figura 37 muestra la ventana dinamica de fluidos éptima (zona
gris) para la generacién microfluidica de NP cargadas con CCM. Los bordes de la
ventana se definieron de acuerdo con los siguientes criterios:
(i) izquierda, Q,/Q, >5 para lograr tiempos de mezcla inferiores a 500ms,
segun la Ecuacién 4.3;
(i) arriba, Pe < 1 para la mezcla completa en el dispositivo, segun la Ecuacion
4.5;
(iii)  derecha, Q,/Q; <20 para mantener un rendimiento razonable de NPs
(nétese que la disminucion de r aumenta la cantidad de proteina sin

reaccionar, lo que disminuye el RNPs, de acuerdo con la Ecuacion 4.10);
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(iv)  abajo, Q, > 3mL/h para garantizar un patrén de enfoque de flujo estable en

la direcciéon de la gravedad debido a que trabajamos con fluidos de
diferentes densidades.

En este marco tedrico, se decidié elaborar NPs a Q, /Q; =10y Q; +Q, =20 mL/h,

como solucién de compromiso entre los atributos de las NPs y una tasa de
produccion satisfactoria. Efectivamente, en la Figura 37, ir hacia la esquina
superior izquierda de la ventana operativa conduce a un mejor rendimiento, a
expensas del tamano de las particulas y la homogeneidad. Sucede lo contrario
cuando los parametros operativos se desplazan hacia la zona inferior derecha de
la ventana gris, donde la mezcla eficiente produce un tamafo de particula y una

polidispersidad mas bajos, a expensas del rendimiento.
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Figura 37. Diagrama construido a partir de los parametros de flujo del dispositivo microfluidico,
considerando el etanol y el agua como fluidos de trabajo. Las lineas completas son el caudal
total en funcion de la relacién de caudales, segun la Ecuacion 4.5, para D = 1,24 10° m?/s, | =
5cm y los numeros Pe indicados. La linea discontinua representaQ, =3 mL/h. La ventana de

operacion (zona gris) delimita los regimenes de flujo requeridos para la elaboracién de NPs
(figura modificada de Minetti et al., 2022).

4.5.3. Condiciones criticas de reactivos para la generacién de NPs
Hemos realizado una serie de ensayos preliminares (datos no mostrados) en los que
se seleccionaron varios aspectos de la preparacion de los reactivos para determinar
las condiciones Optimas para obtener NPs estables con tamafios inferiores a 250nm.
Tras este analisis, y teniendo en cuenta también informacion relevante encontrada en

la literatura, definimos los siguientes parametros de trabajo:

(i) la relacidon a-LA/CCM (m/m) se fij6 en 4, lo cual es consistente con

Q,/Q, =10y las concentraciones de reactivo indicadas en la Seccion
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4.4.3, sabiendo que a mayor concentracién de proteina aumenta el tamano
de las NPs (Galisteo-Gonzalez & Molina-Bolivar, 2014);

(i) el pH de la solucién de proteina se fijé en 7, como un compromiso entre
aumentar la carga superficial de las NPs y, por lo tanto, la estabilidad
coloidal (Galisteo-Gonzalez & Molina-Bolivar, 2014), y preservar la
integridad de las moléculas de CCM;

(iii) la concentracion de solucion salina tamponada con fosfato fue de
50mmol/L, ya que concentraciones mas altas pueden afectar el ensamblaje
de las moléculas de a-LA, aumentando el tamano de las NPs (Safavi et al.,
2017);

(iv) el valor de la temperatura para el tratamiento térmico (70°C) se seleccion6
en relacion con la temperatura de desnaturalizacion de a-LA (alrededor de
62°C), por lo que los enlaces disulfuro podrian alterarse y el despliegue de
la cadena de proteina nativa podria promover las interacciones hidrofobicas
entre moléculas (Etorki et al., 2016);

(v) se eligio la relacion de volumenes de 10:1 de agua/etanol (consistente con

Q,/Q, =10) porque las fracciones de etanol mas grandes podrian causar

un aumento gradual del diametro hidrodinamico de las NPs (L. Jiang &
Korivi, 2013; Saleh et al., 2018), mientras que fracciones de etanol mas

bajas disminuirian el rendimiento.

4.5.4. Morfologia de las NPs generadas
En esta seccion describimos las caracteristicas de tamafio y forma de las NPs de a-LA
cargadas con CCM elaboradas bajo las condiciones de flujo definidas en Seccion 4.5.2
y los parametros de procesamiento optimizados en la Secciéon 4.5.3. Como se
menciona en la descripcion de la Figura 36, el tamafio de las NPs se estimé como el
diametro hidrodinamico medido por DLS, es decir, el tamano efectivo de la molécula
detectada por la técnica de dispersiéon dinamica de luz. En particular, la Tabla 2

informa los valores medios de diametro correspondientes a Q,/Q,; =10 vy
Q, +Q, =20 mL/h. La desviacion estandar de estos valores se calculd a partir de

datos tomados en diferentes experimentos DLS (al menos cuatro), para una
suspension de NPs dada.

El IPD también se midi6 mediante DLS y se informa en la Tabla 2 (tercera columna).
Se puede notar que las NPs obtenidas son practicamente monodispersas,
considerando que el IPD fue menor a ~0.2.

Otro resultado relevante es que el tratamiento de precalentamiento de a-LA genera

particulas mas pequenas (alrededor del 30% del diametro promedio), en concordancia
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con observaciones anteriores (Etorki et al., 2016). Este resultado estaria asociado a la
mayor reactividad de la albumina pretratada, debido a la exposicion de zonas
hidrofébicas inducida por la temperatura. Por lo tanto, se espera la rapida formacion de
un mayor numero de puntos de nucleacién al comienzo de la nanoprecipitacion, lo que
conduce a NPs mas pequefias y monodispersas. En consecuencia, las proteinas
pretratadas también formarian agregados con menor cantidad de solvente ocluido, por
lo tanto, NPs mas compactas.

Ademas, se ha realizado analisis de microscopia electrénica para investigar la
morfologia de las NPs, asi como para contrastar el tamafo de las NPs obtenidas por
DLS. La Figura 38a presenta una imagen SEM tipica, donde se observan NPs
esféricas y uniformemente dispersas. Ademas, el diametro de las particulas se estimo
utilizando una herramienta de analisis de imagenes del microscopio: algunas medidas
estdn marcadas con flechas de color verde claro en la Figura 38a. Los valores
concuerdan razonablemente bien con los resultados de DLS.

La morfologia de las NPs se estudié6 mas a fondo mediante TEM de alta resolucion. La
Figura 38b muestra una imagen clara de un par de NPs de a-LA-CCM, que parecen
bastante esféricas y presentan bordes bien definidos. El diametro de las NPs fue de
alrededor de 180nm (en comparacién con la barra de escala) lo cual confirma los
tamarios observados en los experimentos DLS y SEM.

Vale la pena mencionar que los valores de tamano promedio e IPD (informados en la
Tabla 2 y discutidos en la Figura 38) corresponden a NPs generadas en el mismo
proceso microfluidico, y los signos * provienen de cuatro mediciones de DLS
diferentes. Existe otra variabilidad de produccién a produccién, que esta asociada a
una serie de condiciones experimentales que requieren una protocolizacion cuidadosa,
como la preparacién de soluciones precursoras y el control de la temperatura en
diferentes pasos. Sin embargo, esta variabilidad es bastante pequena; por ejemplo, las
corridas microfluidicas realizadas en tres experimentos diferentes, con intervalos de
semanas, conducen a diametros de NPs de 184,1, 180,7 y 201,8nm, todos ellos para
o-LA pretratada en Q,/Q, =10 y Q,+Q, =20mL/h. Por lo tanto, se puede estimar
un valor promedio (global) alrededor de 188nm, siendo la desviacién estandar
correspondiente alrededor de 11nm. Por lo tanto, se puede concluir que el enfoque de
flujo coaxial bien controlado aseguré un proceso de nanoprecipitacion reproducible,

que condujo a particulas nanométricas con distribucion de tamano estrecha.
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Figura 38. Caracterizacion por microscopia electronica: (a) Imagenes SEM de NPs con CCM
(a-LA pretratada, dilucion 1/100, bombardeo con oro, 70000x, 10 kV). (b) Imagenes TEM de
NPs con CCM (a-LA pretratada, dilucion 1/200, sin tincién, 30000x, 100kV).

Tabla 2. Caracteristicas de las NPs CCM-a-LA preparadas a Q,/Q, =10y Q;+Q, =20

mL/h. Los nombres de las columnas representan el diametro (tamafio de NP), el indice de
polidispersidad (IPD), la eficiencia de entrampamiento de CCM (EE) y el rendimiento de NPs
(RNPs).

NPs de a-LA con Tamano de

Formulacion (nm)
Proteina nativa 25518, 0,14+0,03 40,9+4,7 28+17
Proteina pretratada 181+3p 0,12+0,04 43,2414 3248

a, b Los valores promedio son significativamente diferentes segun la prueba ANOVA
(p<0,05)

4.5.5. Eficiencia de entrampamiento de CCM y rendimiento de NPs
La eficiencia de entrampamiento de la molécula bioactiva durante el proceso de
nanoprecipitacion se calculé a través de la Ecuacion 4.9, y los resultados se informan
en la Tabla 2 (cuarta columna). Los valores de EE informados corresponden a las NPs
generadas en el mismo experimento microfluidico, y los signos + provienen de tres
determinaciones diferentes. Se obtuvieron resultados similares utilizando otros
meétodos de entrampamiento (Y. Huang et al., 2018). Estudios previos sugirieron que la
union de CCM a las NPs de albumina puede atribuirse a la existencia de zonas
hidrofébicas (Tang, 2020); mas discusiones sobre este aspecto se dan en la siguiente
seccion. Se requieren investigaciones adicionales para mejorar la EE. Ademas de
optimizar el proceso microfluidico, se pueden considerar ajustes quimicos de las
proteinas precursoras; por ejemplo, la alteracién de los enlaces disulfuro por la
cisteina (L. Jiang et al., 2013) o el glutatiéon (S. Zhao et al., 2014), la induccién del

entrecruzamiento por el glutaraldehido (Arroyo-Maya et al., 2014), la variacién de la
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concentracion relativa de proteina y CCM (Chen et al., 2015), o ajuste del pH y la
fuerza ionica (Safavi et al., 2017).

El rendimiento de NPs (RNPs) producidas se calcul6 a partir de la Ecuacion 4.10, y los
resultados también se informan en la Tabla 2 (ultima columna). Los valores de RNPs
informados corresponden a NPs generadas en el mismo proceso, y los signos *
provienen de cuatro determinaciones diferentes. El rendimiento maximo de NPs fue de
alrededor del 30%, también para ambas preparaciones (albumina nativa y pretratada),
lo que significa que la mayor fracciébn de proteina permanece sin reaccionar en la
solucion exterior del coflujo. En la actualidad, se estan considerando diferentes
estrategias en nuestro laboratorio para mejorar este rendimiento, mientras se avanza
hacia la produccion de NPs mas pequefas (por ejemplo, 120nm), que son de interés

para varios usos de los nanoportadores basados en albumina.
4.5.6. Analisis espectroscopico de la estructura de las NPs

La estructura de las NPs de caracterizé por espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FTIR). El principio basico que rige es que los enlaces y grupos de enlaces
de una molécula que se expone a los rayos infrarrojos absorbe energia infrarroja y
vibran a frecuencias que son caracteristicas de esa molécula. La transmitancia y la
reflectancia de la muestra de los rayos infrarrojos a diferentes frecuencias se traducen
en un grafico de absorcion IR, que luego se analiza y se compara con patrones
conocidos de materiales ya identificados en la bibliografia. Se realizaron experimentos
de espectroscopia infrarroja para estudiar el proceso de generacién de NPs y las
interacciones CCM-proteina. La Figura 39 muestra los espectros de a- LA pura y
nativa, NPs de a-LA pretratada térmicamente, CCM pura y NPs de a-LA cargadas con
CCM, organizados en paneles (a) y (b) para comparacion y discusion.

Los espectros obtenidos para las moléculas individuales (a-LA y CCM) coincidieron
con los resultados informados anteriormente (Hasanpoor et al., 2020; Mohan et al.,
2012; Waghmare et al., 2020). Para a-LA (Figura 39a), los picos en 3307 y 2963cm’
se debieron al estiramiento de los enlaces CH y NH de amidas A y B. Los picos en
1653 y 1522cm™ corresponden a amida | (C=0 estiramiento) y amida Il (flexion NH,
estiramiento CN), respectivamente. Los picos de la amida Il (flexién NH, estiramiento
CN) son aquellos en la regién entre 1460 y 1240cm™' (Hasanpoor et al., 2020; Mohan
et al., 2012; Waghmare et al., 2020). La Figura 39a también muestra los espectros de
las NPs de a-LA con pretratamiento térmico. Se pueden observar algunas diferencias
entre este espectro y el de a-LA en las zonas 2900-2800cm™" y 2400-2300cm™’, que
se pueden atribuir al reordenamiento de las moléculas de proteina que involucran a los

grupos OH y NH. Ademas, se observaron cambios de intensidad y cambios hacia
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numeros de onda mas bajos en los picos de amidas | y Il. Por ejemplo, el pico en
1522cm™ con 43% de transmitancia para el a-LA pas6 a 1543cm™ con 72 % de
transmitancia cuando a-LA formé NPs. Se observan otros cambios en la region entre
1460 y 1240cm™, por ejemplo, la desaparicion del pico en 1456cm™. Los principales
cambios fueron la aparicion de dos picos pronunciados en 1155 y 1080cm™", algunos
picos entre 980 y 860cm™ y un pico agudo a 534cm™. Estas alteraciones podrian
atribuirse al proceso de disolucion de la proteina y la interaccién con el etanol durante
la formacion de NPs. Se obtuvieron resultados similares para NPs con proteina nativa.
Ademas, para CCM (Figura 39b) los picos a 3504 y 3396cm™" indican la presencia de
grupos OH y el de 1628cm™" corresponde a C=0. Los picos en 1599 y 1510cm™" son
una combinacién de C=C de los anillos aromaticos y la forma endlica de la cetona
alifatica. Los picos de 1278 y 1028cm™" se deben al grupo metoxi del anillo aromatico
mientras que el de 1207cm™" corresponde a la forma endlica del anillo aromatico. Los
picos en 964, 856 y 819cm™ son una combinacién de CH del alqueno y el anillo
aromatico. La Figura 39b también muestra el espectro de las NPs de a-LA-CCM
preparadas sin pretratamiento térmico para una mejor evaluacién de la interaccion
CCM-proteina. Estas interacciones podrian atribuirse a enlaces de hidrogeno y
enlaces hidrofébicos (Etorki et al., 2016; Salehiabar et al., 2018; Tang, 2020; Yang et
al., 2013). Por ejemplo, las sefiales de NH (amida I) en 2958 y 1533cm en las NPs de
a-LA cambiaron a 2933 y 1541cm™ cuando los NPs incluian CCM, lo que podria
deberse a los enlaces de hidrégeno entre CCM y la proteina. Ademas, los picos del
grupo metoxi del anillo aromatico de CCM estaban presentes en las NPs (1283 y
983cm™), indicando el entrampamiento del principio activo (Hasanpoor et al., 2020).
Sobre la base de estos resultados, se puede concluir que las NPs estan compuestas
por complejos de a-LA y moléculas CCM no danadas. En otras palabras, el analisis de
los espectros FTIR confirma la conjugacién de las NPs de albumina cargadas con

CCM por nanoprecipitacion de la solucion mediante enfoque hidrodinamico.
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Figura 39. Espectros de la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). (a)
Proteina pura y nativa (a-LA) y NPs de proteina pretratada (NPs-a-LA). (b) CCM libre (CCM) y
NPs de a-LA cargadas con CCM sin pretratamiento de la proteina (NPs-a-LA-CCM). Las
bandas celestes indican zonas de interés para el andlisis de espectros (figura modificada de
Minetti et al., 2022).

4.5.7. Pruebas de liberacion de CCM in vitro
Para que cumpla su funcion especifica, es necesario que el bioactivo encapsulado en
el transportador sea liberado. Para comprobar este requisito, debe observarse un perfil
de liberacién desde la matriz polimérica (transportador) al medio circundante durante
un periodo de tiempo. La liberacién de un farmaco o un nutracéutico puede ser
especifica de un sitio, un estimulo y un tiempo y/o velocidad determinados (Kumar &
Dixit, 2017). Se han identificado varios mecanismos de liberacion diferentes que
pueden establecerse como Unico mecanismo o0 en ocasiones puede existir una
combinacion de estos. Entre los mecanismos posibles de liberacién se incluyen la
difusién, disolucion, erosion, hinchazén, ésmosis, degradacion y fragmentacion. A su
vez, existen diferentes tipos de perfiles de liberacién, como liberacion explosiva,
sostenida, retrasada, desencadenada o dirigida (Assadpour & Jafari, 2020). La Figura
40 presenta la liberacién acumulada de CCM de las NPs en funcion del tiempo. El
perfil de liberacién de las NPs nativas y pretratada térmicamente presenté una fase de
liberacion explosiva inicial, donde se liberd >70% de la CCM durante la primera media

hora. Luego, la cantidad de CCM entregada permanecié casi constante durante el
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resto del experimento. No se pueden observar diferencias significativas entre las
curvas de liberacion de las NPs nativas y pretratada, excepto por una entrega
ligeramente mayor de las NPs nativas. Este ultimo resultado podria deberse al hecho
de que el precalentamiento exacerba las interacciones hidrofébicas, por lo que las
moléculas de CCM podrian ubicarse mejor en las zonas hidrofébicas de las moléculas
de albumina, lo que finalmente produce velocidades de liberacién mas lentas. El
analisis de las curvas de liberacion sugiere que tuvo lugar un proceso de difusion no-
Fickiano; presumiblemente, la liberacion de CCM fue controlada por la combinacién de
hinchamiento de las NPs y difusidon molecular.

Se obtuvieron resultados comparables a los de la Figura 40 en trabajos que utilizaron
medios de liberacion basados unicamente en soluciones acuosas salinas (Araya-sibaja
et al., 2022; Choudhary et al., 2020; Jithan et al., 2011). El uso de medios de liberacion
que contengan tensoactivos (Saleh et al., 2018) o solventes organicos (B. Kim et al.,
2016) pueden conducir a diferentes perfiles de liberacion. Vale la pena mencionar que,
aunque se tomaron varias medidas en nuestros ensayos para evitar la degradacion de
CCM (oscuridad, pH neutro, adicion de acido ascorbico), alguna pérdida gradual de
CCM podria ser la causa de la meseta observada en el perfil de liberacion. Sin
embargo, la Figura 40 todavia muestra que aproximadamente el 80% de la CCM

entrampada esta disponible para su suministro desde la suspensién de NPs.
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Figura 40. Cantidad de CCM liberada en funcion del tiempo durante el ensayo in vitro:
Porcentaje acumulado de CCM liberada por las NPs de a-LA a 37°C en buffer PBS/etanol 10:1,
pH 6,8 (figura modificada de Minetti et al., 2022).

4.5.8. Actividad antioxidante
Una vez generadas las NPs y también a la CCM en etanol, se agregd medio de
liberacion y se incubd 30 minutos para luego medir la AAO y evaluar el impacto de la

nanoprecipitacion microfluidica sobre la AAO de la CCM. La Figura 41 muestra la
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capacidad antioxidante de las NPs de a-LA nativa y pretratada, con y sin CCM y de la
CCM libre sin encapsular. Se observo que las NPs sin CCM presentaron una menor
AAO en comparacion con las NPs que si contenian CCM (p<0,05). Los valores de
TEAC encontrados para NPs de a-LA nativa y pretratada con contenido de CCM luego
de 30 minutos de incubacién fueron 7,44 y 12,57mmol equivalente a Trolox/g de
muestra, respectivamente. Esta observacion fue similar a la obtenida por X. Huang et
al. (2016) para NPs de zeina cubiertas con pectina y alginato para encapsular CCM.
Como se destacod anteriormente, la CCM al ser un compuesto fendlico presenta una
destacada AAO resultante del grupo hidroxilo de los anillos fendlicos, lo que otorga un
rol de proteccién contra la oxidacién tanto en alimentos como en el organismo humano
(Cosquillo Refael, 2018). A su vez, se puede observar una diferencia significativa
(p<0,05) en la capacidad antioxidante de las NPs con CCM donde la proteina
vehiculizadora recibié un pretratamiento térmico, lo que sugiere que el tratamiento con
temperatura ejerce un efecto en la proteina que aumenta la capacidad antioxidante.
Las proteinas y péptidos poseen AAO debida a los residuos de aminoacidos con
actividad antiradical libre. La cisteina, el triptéfano y la metionina poseen la mas alta
AAO de todos los aminoacidos (Baez et al. 2021) y precisamente la a-LA contiene
estos aminoacidos en cantidades importantes. El tratamiento térmico junto con el
etanol causa una alteracion en la estructura terciaria que expondria estos aminoacidos
con AAOQ vy el consiguiente aumento de la AAO de la formulacion (Elias et al., 2008).
Estos resultados mostraron concordancia con las observaciones de Arroyo Maya et al.
(2012), quienes informaron la AAO de NPs de a-LA con diferentes solventes como
agentes de desolvatacion y pretratamiento de calor y alta presion. A su vez, se puede
inferir cierto sinergismo en la formulacién de CCM y a-LA pretratada al comparar la
AAO de la CCM libre y las NPs de a-LA pretratada sin CCM por separado, por lo cual
la alta AAO de esta formulacién puede ser aportada tanto por CCM como por a-LA.
Resultados similares obtuvieron M. Li et al. (2013) al investigar el efecto de la unién de
CCM a la B-lactoglobulina bovina en la AAO. El sinergismo puede suponerse por
varios mecanismos responsables, pero lo cierto es aun no se han explicado con
precision, principalmente debido a la naturaleza compleja de las mezclas y las
diferentes interacciones que pueden establecerse entre los componentes,
especialmente con extractos de plantas como es el caso de la CCM (Olszowy-
Tomczyk, 2020).

Es posible inferir que el uso de biopolimeros de grado alimentario para la
incorporaciéon de CCM permite a la industria alimentaria incorporar compuestos
bioactivos de forma eficiente. No obstante, es necesario realizar estudios en alimentos

formulados y en lineas celulares para comprobar que estas NPs pueden desempenar
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esta funcion efectivamente, debido a que existen muchos factores intervinientes que
podrian modificar este efecto. El aspecto favorable a destacar es que la CCM
entrampada en NPs conservo su actividad terapéutica como antioxidante luego de la

nanoprecipitacion.
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Figura 41. Valor medio de la capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) para
eliminar el radical ABTS de NPs de a-LA nativa y pretratada, sin y con CCM y de CCM libre, en
medio de liberacion (PBS/etanol 10:1, pH 6,8) agregado. Las barras representan la desviaciéon
estandar de las determinaciones por triplicado. a-e: los promedios con letras distintas en una
misma columna son significativamente diferentes (p<0,05).

4.6. Conclusiones parciales

Se llevo a cabo la generacion microfluidica de a-LA cargada con CCM de una manera
simple y econdmica, mediante el uso de un dispositivo armado en el laboratorio y un
sistema de control de los flujos impulsado por la gravedad. Todo el equipo es robusto y
se puede configurar rapidamente. Las fuertes ventajas de esta técnica experimental
son:
(i) la preparacién en laboratorios convencionales, ya que no se requieren
instalaciones especializadas de microfabricacion,
(i) el acceso a los fundamentos tedricos necesarios para operar el sistema en
condiciones optimas, y
(iii) que el proceso continuo podria paralelizarse faciimente para multiplicar el
rendimiento, lo cual es de mucho interés para incrementar la escala de

produccion.
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La reaccion de nanoprecipitacion con intercambio de solvente implementada en el flujo
coaxial produce particulas nanométricas con tamafio controlado, medido por DLS y
evidenciado por imagenes SEM y TEM. La zona de operacion se definié después de
identificar una serie de parametros criticos de procesamiento, como la relacién de
caudal, el caudal total, la concentracién relativa de ingredientes, las caracteristicas
fisicoquimicas de las soluciones y el pretratamiento térmico de la proteina. Los
espectros de FTIR sugieren que el mecanismo de unién de a-LA en las NP es a través
de enlaces de hidrégeno y enlaces hidrofébicos, y los ensayos in vitro demostraron
que las NPs podian entregar alrededor del 70% de la CCM cargada. Finalmente, se
determiné el impacto de la nanoprecipitaciéon microfluidica en la AAO de la CCM. Este
tipo de andlisis es importante porque cualquier estrategia utilizada para mejorar la
dispersabilidad en agua y la vehiculizacién del bioactivo no deberia afectar
negativamente sus propiedades funcionales. Efectivamente, se comprobé que la CCM
liberada desde las NPs conserva su propiedad antioxidante y combinada con la a-LA
pretratada el efecto es aun mayor. También se midié la capacidad de eliminar los
radicales de ABTS de las NPs sin CCM, las cuales exhibieron una escasa capacidad
antioxidante como es de esperarse debido a la ausencia del bioactivo. Aunque quedan
por mejorar varios aspectos, por ejemplo, la eficiencia de entrampamiento, se puede
concluir que la metodologia propuesta en esta investigacion abre varias posibilidades
para expandir aun mas la preparacion microfluidica de NPs disefiadas para el
transporte y liberacion de ingredientes activos en alimentos funcionales, productos

nutraceuticos o farmacos.
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En la presente Tesis doctoral se logré generar conocimientos, desde un punto de vista
béasico y aplicado, sobre la utilizacién de la microfluidica como herramienta para la
generacion de NPs que actuen como vehiculizadores de componentes bioactivos.
Mediante el analisis de los principios que gobiernan los procesos de mezcla en los
microcanales, se disefaron y fabricaron dispositivos que permitieron generar sistemas
en coflujo para desarrollar procesos basados en difusion molecular, controlando los
tiempos de las reacciones involucradas. Por otra parte, se analizd la geometria mas
conveniente para lograr un proceso de mezcla rapido y completo, particularmente se
disenaron dispositivos para generar corrientes de enfoque hidrodindmico en 2D y en
3D para generar NPs por precipitacion mediante intercambio de solventes. Durante el
desarrollo de los experimentos, también se realizé una evaluacion teérica y
experimental del flujo en microcanales rectangulares impulsados por presién
hidrostatica. Se demostré que este método de bombeo produce corrientes mas
estables que las bombas de jeringa y que se pueden controlar los caudales ajustando
las alturas de los liquidos, lo cual es esencial para implementar los procesos basicos
de nanoprecipitacién microfluidica. Se consideraron los efectos de la gravedad tanto
en el sistema de bombeo por presién hidrostatica como en la formacion del patron del
enfoque hidrodinamico. Este es un aspecto critico, debido a que la nanoprecipitacion
involucra fluidos de diferentes densidades, cuya estratificacion altera
significativamente el enfoque hidrodinamico. Para ambos fendmenos se platearon
modelos matematicos simples que predicen el ancho de la corriente enfocada y el
caudal obtenido en funcion de la altura de la columna de liquido, considerando los
parametros criticos de operacion. Se demostrd que solo se puede lograr un patrdén de
enfoque hidrodindmico uniforme si la posicién del flujo en el chip se encuentra
alineada con el campo gravitacional, en la misma direccion o en la direccion opuesta, y
se cuantificaron los efectos en cada uno de los casos. Los resultados de las
investigaciones se publicaron en dos revistas de la especialidad, ambas bien
reconocidas (Sensors and Actuators B, Microfluidics and Nanofluidics).

Utilizando el sistema microfluidico y el conocimiento generado, se llevé a cabo la
elaboracion microfluidica de NPs de a-LA cargadas con CCM, mediante el uso de un
dispositivo de flujo coaxial y una plataforma robusta y de rapida configuraciéon para
trabajar con flujos impulsados por la gravedad, ambos fabricados en nuestros
laboratorios. La reaccion de nanoprecipitacion microfluidica implementada produjo
NPs de tamarno uniforme y controlado, medido por DLS y evidenciado por imagenes
SEM y TEM. Los espectros de FTIR sugieren que el mecanismo de unién de a-LA en
las NP es a través de enlaces de hidrégeno y enlaces hidrofobicos, y los ensayos in
vitro demostraron que las NPs podian entregar alrededor del 70% del CCM cargada. A
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su vez, se comprobé que la CCM liberada conserva su propiedad funcional
antioxidante concluyendo que el método de nanoprecipitacion microfluidica no afecta
negativamente su funcionalidad, incluso se observé que combinada con la a-LA
pretratada térmicamente, el efecto es ain mayor. El resultado general es muy positivo,
si bien aun quedan por mejorar varios aspectos, por ejemplo, la eficiencia de
atrapamiento y el rendimiento de elaboracion de NPs. Por otra parte, estos dispositivos
brindan ventajas notables sobre las técnicas de fabricacion convencionales y se
pueden producir con materiales de bajo costo. Por lo expuesto anteriormente, se
puede concluir que la metodologia propuesta en esta investigacion abre varias
posibilidades para expandir aun mas el uso de la microfluidica para elaborar NPs
destinadas al transporte y liberacion de ingredientes activos. El trabajo fue publicado
en una importante revista de ciencia y tecnologia de alimentos (Food Research
International).

Un desafio para futuros trabajos de investigacion es disefar dispositivos para lograr
una mayor eficiencia de encapsulacién y mejor rendimiento del proceso, contando
como base todo el conocimiento generado en la presente Tesis, mientras se avanza
hacia la produccion de NPs mas pequefias (por ejemplo, 120-130nm), que son de
interés para varios usos, principalmente en nanomedicina.

Es este sentido, es posible pensar geometrias de dispositivos con mayor relacién de
aspecto que amplien la interface de contacto entre las corrientes de intercambio y
desarrollen patrones de flujo por difusion y conveccién que hagan mas eficiente la
mezcla en distancias cortas. Asimismo, se pueden ajustar parametros fisicos y
quimicos de las soluciones involucradas que favorezcan la interaccion de los
compuestos para lograr caracteristicas deseadas.

Otro desafio importante es lograr que los procesos disefiados a escala de laboratorio
(mililitros por hora) sean trasladados a escalas industriales (litros por hora) que se
requieren para alcanzar las tasas de elaboracion necesarias para la produccion en
masa. Actualmente la convergencia de la microfluidica y la nanotecnologia ha
demostrado un creciente interés en la preparacion de productos farmacéuticos
avanzados, como las recientes vacunas basadas en nanovesiculas cargadas con ARN
y la formulaciéon basada en albumina humana presente en el mercado, Abraxane, una
formulacion inyectable de paclitaxel, un potente agente antitumoral unido a albumina
en forma de NPs, todas estas cuestiones incentivan aun mas la busqueda de
estrategias para mejorar la preparacion microfluidica de NPs.
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APENDICE 1: Curva de calibrado para cuantificacion de CCM

Esta calibracion es necesaria para la cuantificacion de CCM libre y liberada luego del
entrampamiento en NPs-a-LA-CCM por espectroscopia UV-Vis. A valores relativamente
bajos, la concentracion de CCM es directamente proporcional a su absorbancia,
satisfaciendo la ley de Beer. La absorbancia a 426nm de varias concentraciones de
CCM en presencia de PBS/etanol con relacion de volumen 10:1, se midié mediante
espectrofotometria UV-visible (Agilent Technologies Cary 60, California, EE. UU.). Se
selecciono esta longitud de onda para la curva de calibracion, debido a que previamente
se realizé6 un barrido espectral para detectar en pico de absorbancia maxima del
bioactivo. La regresion lineal (mostrada en la Figura A1) obtenida con el software
Microsoft Excel (2007), se uso para calcular la cantidad de CCM libre sin entrampary la

CCM liberada en los ensayos in vitro.

0,90
y = 0,0778x - 0,0022
080 [ R2=0,9965 3

070 |
0,60 ,
050 | :
040 | ,
0,30 | i

0,20

Absorbancia (A=426nm)

0,10

0,00 E'/.’ L L L L L L L L L L L L L L L L L L L L
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Concentracion (mg/L)

Figura A1: Curva de calibrado de absorbancia a 426nm en funcién de la concentracién de CCM
en presencia de PBS/etanol con relacion 10:1. Los resultados se presentan como la media de
tres experimentos independientes y el error informado es la desviacion estandar de la media.
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APENDICE 2: Curva de calibrado para cuantificacién de a-LA
Método de Bradford

Esta metodologia se basa en la union del colorante Coomassie Blue G-250,
constituyente del reactivo de Bradford, a las proteinas. En particular, la forma aniénica
del colorante (carga -1), de color azul, es la que se une a las proteinas. Por consiguiente,
la cantidad de proteinas puede estimarse mediante la determinaciéon de la cantidad de
colorante en la forma iénica azul midiendo la absorbancia de la soluciéon a 595nm.
Para la curva de calibracién, se tomaron por duplicado 10, 20, 40, 60, 80 y 100uL de
una solucion de a-LA de 2 mg/mL en tubos de ensayo y se llevd cada uno a 100uL con
agua ultra pura. Ademas se utilizé 100 pL de agua destilada en un tubo adicional para
proporcionar el blanco de reactivo. Se afnadid6 5mL de reactivo de Bradford, se
homogeneizd suavemente evitando la formacién de espuma y se incubd en oscuridad
10 minutos. Finalmente se midi6 la absorbancia de cada solucién en espectrofotometro
UV-visible (Agilent Technologies Cary 60, California, EE. UU.).

De esta forma, se construyé la curva de calibrado para el rango de cantidad de proteina
de 20-200ug graficando la absorbancia a 595nm en funcion de la cantidad de proteina
(Figura A2).
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Figura A2: Curva de calibrado de absorbancia a 595nm en funcion de la cantidad de a-LA. Los
resultados se presentan como la media de dos experimentos independientes y las barras son la
desviacién estdndar de la media.
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APENDICE 3: Curva de calibrado para TEAC

La curva de calibracion se efectud midiendo diferentes concentraciones de Trolox en el

rango de 2-25umol/L, de forma de lograr un porcentaje de reduccion del color inicial de

ABTS entre el 20 y el 80% (Figura A3). La misma se utilizd6 para expresar los
resultados de la AAO de las NPs como TEAC (Ecuacion 4.12).
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y = 3,4643x + 4,1857
I R?=0,9979 i
- ...in"
- ..-'
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Figura A3: Curva de calibrado del porcentaje de eliminacion del radical ABTS en funcién de la
concentracion de Trolox. Los resultados se presentan como la media de tres experimentos
independientes y las barras son la desviacion estandar de la media.
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