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Abstract

Nanoparticles have been traditionally elaborated by bulk nanoprecipitation, a method where
components are mixed in the macroscale, which results in batches with wide polydispersity of
sizes and relatively large diameters. An alternative to these techniques is microfluidics, where
mixing is carried out in a smaller scale using microchannels, being diffussion the physical
phenomena that governs the mixing process. This results on batches with smaller sizes and

distribution.

In this work we study the influence of a summon of factors such as flow rate ratio, total flow
rate and the solvent evaporation phase on size and polydispersity index of nanoparticles made
of poly (D,L- lactic acid-co-glycolic) (PLGA) and 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoetha-
nolamine 2000 (DSPE-MPEG2000). A size reduction and polydispersity index augmentation
were observed when flow rate ratio and total flow rate were increased. Likewise, a size reduc-
tion of nanoparticles was found after the solvent evaporation phase, especially in batches where

a larger flow rate of organic phase was used.
Resumen

La elaboracion de nanoparticulas por nanoprecipitacion se suele realizar tradicionalmente por
mezclado de los componentes a escala macroscdpica, siendo dificil el control total de su tamafio
y polidispersion. Una alternativa a estas técnicas es la microfluidica, que realiza el mezclado a
pequefia escala haciendo uso de microcanales donde el proceso fisico que gobierna el mezclado

es la difusion, consiguiendo de esta forma tamaiios reducidos con distribuciones estrechas.

En este trabajo se estudia la influencia de distintos factores, como la relacion de fases, el caudal
total y el efecto de la fase de evaporacion en el tamafio y polidispersion de nanoparticulas hi-
bridas compuestas por poli (D, L- acido lactico-co-glicolico) (PLGA) y 1,2-Distearoil-sn-gli-
cero-3-fosfoetanolamina con metoxil poli(etilenglicol) conjugado 2000 (DSPE MPEG 2000).
Se observé una disminucion del tamafio y un aumento del indice de polidispersion al aumentar
la relacion de fases y el caudal total. Asi mismo, se constatd una disminucion del tamafio de las
nanoparticulas tras someterlas al proceso de evaporacion de disolvente, especialmente en aque-

llas donde se utiliz6 mayor caudal de la fase organica.
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Introduccion

La nanotecnologia es un campo que se ha desarrollado rdpidamente en los tltimos afios. Su
aplicacion al desarrollo de medicamentos se denomina nanomedicina, y se define como el uso
de nanomateriales para el diagnostico, control, prevencion y tratamiento de enfermedades !.
Hay numerosos tipos de nanomateriales, pero este trabajo se centra en los nanotransportadores

y, mas concretamente, en las nanoparticulas (NPs).

Los nanotransportadores son sistemas de naturaleza coloidal con tamafio inferior a 500 nm 2,
donde uno o varios agentes terapéuticos pueden estar unidos a la superficie de un polimero o
estar incluidos en diferentes estructuras de diversa composicion. El uso de nanotransportadores
confiere una serie de ventajas, como una mejora en la farmacocinética y farmacodinamica de
los farmacos sin alterar su estructura molecular y la posibilidad de dirigir el farmaco hacia
organos, tejidos o células 3. En la Tabla 1 se recogen los principales nanotransportadores utili-

zados en terapéutica, incluyendo sus ventajas e inconvenientes 4°.

Los liposomas y las NPs poliméricas son las estructuras mas prometedoras para su utilizacion
en terapéutica por su capacidad para transportar productos hidrofilicos e hidrofobicos y otras
ventajas detalladas en la Tabla 1. Sin embargo, tienen algunas limitaciones. En el caso de los
liposomas, destacan los problemas de estabilidad fisicoquimica, baja reproducibilidad entre lo-
tes, dificultad en la esterilizacion y limitada capacidad de carga °. Con respecto a las NPs poli-
méricas, resalta la baja eficiencia de encapsulacion de moléculas hidrofilicas, la liberacion del
farmaco antes de llegar al tejido diana, la degradacion prematura del polimero y sus problemas

de escalado .

Capa lipidica

Nucleo polimérico

Figura 1. Esquema de una nanoparticula hibrida



Conjugados polimero-farmaco

-Aumento tiempo circulacién en sangre
-Solubilidad acuosa.
-Reduccion toxicidad

Ventajas Desventajas
POLIMEROS TERAPEUTICOS
Estructuras macromoleculares lineales conjugadas con farmacos o proteinas.
Conjugados polimero-proteina -Reduccion de inmunogenicidad de la proteina -Baja capacidad de carga
-Aumento de estabilidad y tiempo de circulacion | -Capacidad restringida de active
en sangre targeting

-No hay control de la liberacion
del farmaco

LIPIDICOS

Liposomas
Vesiculas coloidales con una bicapa
lipidica como membrana

-Pueden encapsular farmacos hidrofilicos (inclu-
yendo siRNA) en su core e hidrofobicos en su
membrana

-Elevada biocompatibilidad

-Casi biologicamente inertes

-Elevado tiempo de circulacion en sangre

-Muy poca capacidad de carga
de farmacos hidrofébicos y
poca carga de hidrofilicos
-Pseudoalergia cuando son in-
yectados IV

-Problemas de estabilidad y re-
producibilidad a nivel industrial
-Dificultad en su esterilizacion
-Bajo control de liberacion del
farmaco (efecto burst)

Nanoparticulas sélidas lipidicas
Nanoparticulas esféricas estabiliza-
das por surfactantes que son sélidas
tanto a temperatura ambiente como
en el organismo. 3

-Baja toxicidad

-Elevada biocompatibilidad

-No se usan disolventes organicos
-Encapsulacion de moléculas hidrofébicas e hi-
drofilicas

-Baja capacidad de carga
-Problemas de estabilidad en el
almacenamiento

ORGANOMETALICOS

Nanotubos de carbono

-Muy elevada superficie, por lo que tienen ele-

-Insolubles en todos los disol-

Redes hidrofobicas tubulares con vada capacidad de carga ventes
un didmetro de 1-4nmy 1-100 pm | -Pueden atravesar la membrana plasmatica -Toxicos
de largo.

POLIMERICOS

Micelas poliméricas

Compuestas por polimeros anfifili-
cos que forman estructuras esferoi-
dales con un nucleo hidrofobico

-Utiles para farmacos muy poco solubles
-Elevado tiempo de circulacion en sangre

-Salida del farmaco prematura
-Poca estabilidad en circulacion
sistémica

Dendrimeros
Macromoléculas sintéticas de 10-
100nm muy ramificadas

NANOTRANSPORTADORES PARTICULADOS

-Control elevado de la biocompatibilidad y far-
macocinética en la sintesis

-Propiedades uniformes

-Elevada capacidad de carga

-Posibilidad de multiples grupos funcionales en
su superficie

-Reducida eliminacién por macréfagos

-Elevado coste de produccion

Nanoparticulas

Sistemas coloidales biodegradables
esféricos. Se dividen en nanocéapsu-
las y nanoesferas.

-Transportadores mas efectivos para terapia con-
trolada y prolongada.

-Baja toxicidad

-Distribucion de varios farmacos sinérgicos
-Mayor estabilidad y distribucion de tamafios
-Mayor control de liberacion del farmaco

-Baja eficiencia de encapsula-
cion de moléculas hidrofilicas
-Salida del farmaco antes de lle-
gar al tejido diana
-Citotoxicidad del polimero
-Degradacion

-Problemas de escalado

Tabla 1. Clasificacion de los principales nanotransportadores: ventajas y desventajas *
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La combinacién de éstas dos estructuras en NPs hibridas puede reducir las limitaciones men-
cionadas. Las NPs hibridas estan compuestas por un nticleo polimérico, que aloja al agente
terapéutico y una capa externa lipidica (Figura 1). El nucleo polimérico proporciona integridad
estructural y estabilidad, y la capa lipidica controla la liberacion y mejora la internalizacion y

distribucion en las células.

Los métodos de preparacion de las NPs hibridas pueden agruparse en técnicas de uno o dos
pasos. Los métodos en dos pasos se utilizaron en los inicios del desarrollo de las NPs hibridas,
y consisten en el mezclado de vesiculas lipidicas con NPs poliméricas, ambas preformadas pre-

viamente, lo que supone su mayor inconveniente ® (Figura 2).
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Figura 2. Elaboracion de NPs hibridas en dos pasos. Reproducida con variaciones con per-

miso de Mukherjee. et al. (2019)°

Los métodos en un paso solo requieren el mezclado de las soluciones de polimero y lipido, que
formaran las NPs bien por nanoprecipitacion o emulsificacion-evaporacion del disolvente. El
método de nanoprecipitacion, que se utiliza en mas del 50% de los casos, consiste en poner en
contacto el polimero disuelto en un disolvente organico miscible en agua (por ejemplo, la ace-
tona), con el lipido dispersado en agua. La sustancia a encapsular puede incorporarse a cual-

quiera de las fases, dependiendo de su hidrofilia. La precipitacion del polimero y el



autoensamblaje del lipido a su alrededor, que se produce después del intercambio entre solvente

organico y el agua, lleva a la formacion de las NPs (Figura 3).

Precipitacién
del polimero

Difusién
de
disolvente

Farmaco y polimero
disuelto en un
disolvente organico

miscible en agua Formacién

de capa
de lipido

Lipido y Lipido-PEG
disuelto en agua

Homogeneizacion

Figura 3. Elaboracion de NPs hibridas por nanoprecipitacion. Reproducida con variaciones

con permiso de Mukherjee et al. ( 2019)°

Con respecto a la emulsificacion con evaporacion del disolvente, esta técnica tiene dos varian-
tes: emulsion simple y doble emulsion (Figura 4). La primera se utiliza para encapsular sustan-
cias hidrofobas y consiste en la adicion de una fase oleosa, que contiene el polimero y la sus-
tancia a encapsular, sobre una fase acuosa que contiene el lipido (Figura 4A). Cuando se eva-
pora el disolvente de esta mezcla, el lipido se ensambla alrededor del polimero y se forman las
NPs ?. La doble emulsion se utiliza para incorporar compuestos insolubles en disolventes orga-
nicos y requiere de un paso adicional de mezclado. En este sentido, la fase acuosa interna, que
contiene la sustancia a encapsular, se afiade sobre la fase oleosa, que contiene el polimero y el
lipido, y la emulsion resultante se adiciona sobre la fase acuosa externa, que contiene el lipido-
PEG (Figura 4B) '°. El paso de evaporacion de disolvente se realiza de manera similar. Cabe
mencionar que las NPs resultantes de la emulsificacion con evaporacion del disolvente son de

tamafio superior a las obtenidas por nanoprecipitacion °.
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Figura 4. Métodos de elaboracion de NPs hibridas: emulsion con evaporacion del disolvente
(ESE, del inglés Emulsion Solvent Evaporation), simple y doble. Reproducida con variaciones

con permiso de Hadinoto et al., (2013).

Estos métodos convencionales tienen un paso limitante comun: el mezclado de las fases a escala
“macroscopica”, generando amplias distribuciones de tamafio y variaciones entre lotes cuando

se compara con tecnologias como la de la microfluidica.

La tecnologia de la microfluidica permite la manipulacion de fluidos en canales micrométricos,
donde predomina el flujo laminar, de tal forma que el mezclado de fases o corrientes se produce
rapidamente por difusion molecular de forma controlada, al producirse en distancias muy pe-
queiias. En el caso concreto de la técnica de la nanoprecipitacion, la microfluidica permite au-
mentar la velocidad del intercambio entre el solvente y el no solvente, consiguiéndose controlar

y reducir el tamafio y la polidispersion de las NPs (Figura 5) ',

PLGA/ Lipid (wt) ratio PLGA/ Lipid (wt) ratio

=10 ®B25 850 =10 ®25 =50
150

Tamafio nanoparticulas
(nm)
Polidispersion

Convencional Microvértices Convencional Microvortices

Figura 5. Resultados publicados por Kim et al. (2012)"!, donde se compara el tamaiio y la
polidispersion de NPs preparadas por nanoprecipitacion por el método convencional y por

microfluidica. Reproducida y modificada con permiso de Kim et al., (2012)."!



Los equipos de microfluidica estan formados basicamente por un sistema de bombeo unido
mediante una serie de capilares y conectores a un micromezclador o chip. La funcién de la
bomba (peristaltica, de presion, de jeringa,...) es impulsar las fases a través del micromezcla-
dor. Generalmente se utilizan sistemas sin pulsos, salvo cuando se desee realizar un mezclado
usando micromezcladores activos pulsatiles o pasivos de tipo Droplet (Figura 6) con el fin de
generar una perturbacion en el flujo laminar. Una ventaja anadida de los sistemas de bombeo
actuales es su manejo mediante software, lo que permite un control preciso sobre los flujos de
las fases.En cuanto a los capilares, es importante minimizar los voliimenes muertos, siendo esto

especialmente relevante cuando se hace uso de productos de elevado valor econdémico.

Finalmente, el micromezclador, una estructura formada por una serie de canales de tamafo
micrométrico de diferentes geometrias, es esencial para lograr un buen patrén de mezclado y,
con ello, controlar las caracteristicas fisico-quimicas de las NPs. En general, los micromezcla-
dores pueden dividirse en pasivos y activos. Los primeros no requieren energia externa para
realizar el mezclado, que se produce por difusion molecular o adveccion cadtica, mientras que
los segundos utilizan una perturbacion externa al micromezclador, teniendo mas factores a con-
trolar, y siendo por ello, mas impredecibles . En este trabajo nos vamos a centrar en los pasi-

vos, cuyos principales disefios estan reflejados en la Figura 6.

Con respecto al material de fabricacion de los micromezcladores, el polidimetilsiloxano
(PDMS), un elastomero de silicona, es el mas utilizado al ser transparente, economico y permi-
tir una fabricacion rapida y sencilla. Sin embargo, este material es poco resistente a disolventes
orgénicos, no es inerte quimicamente y no soporta altas temperaturas '3. Por ello, los micro-
mezcladores fabricados en vidrio estan siendo cada vez mas utilizados debido a su mayor du-

rabilidad, resistencia y transparencia.

Una de las aplicaciones mas prometedoras de los nanotransportadores es su uso como alterna-
tiva a los vectores virales para dirigir selectivamente acidos nucleicos exdgenos al interior de
células diana para modular la expresion de un gen, bloqueando rutas de transduccién o proteinas
relacionadas con él #. Los vectores virales fueron los primeros sistemas que se utilizaron ' para
ello, pero sus problemas de estabilidad, especificidad y su potencial inmunogenicidad y carci-
nogenicidad, ademas de la poca capacidad de carga de la sustancia a transportar y la imposibi-
lidad de producirlos en masa !” motivé la bisqueda de nuevos sistemas, como los nanotrans-
portadores. Sin embargo, aun no se han alcanzado las altas eficiencias de transfeccion que se
observan con los vectores virales, siendo esto un reto en el que se esta trabajando intensamente

en la actualidad ‘8.
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Figura 6. Descripcion de distintos diseiios de micromezcladores pasivos segun la geometria

de sus canales 1> Imdgenes de los esquemas reproducidas y modificadas con permiso de Ngu-
yen et al., (2005)"?, Stone et al., (2005)"° y Elwenspoek et al (1994)'*

10



Objetivo

El objetivo de este trabajo es poner a punto el equipo de microfluidica, recientemente adquirido
por el grupo de investigacion que propone este TFG, para elaborar NPs hibridas de PLGA y los
lipidos DSPE-PEG vy lecitina, de cara a su utilizacion futura en la encapsulacion de oligonu-
cleotidos para terapia génica, incluyendo protamina para su encapsulacion. Se estudia la in-
fluencia del caudal total, de la relacion de los caudales de las fases orgénica y acuosa y de la

etapa de evaporacion sobre el tamafo y la polidispersion de las NPs.
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Materiales y métodos

Materiales

Los productos utilizados para la elaboracion de las NPs hibridas fueron PLGA (50:50) (Reso-
mer® RG 502; Evonik) con masa molecular de 12000 Da y viscosidad intrinseca 0,22 g/dl;
sulfato de protamina (Sigma Aldrich®); DSPE-MPEG200 (Nanosoft polymers®) con masa
molecular de 2000 Da; lecitina de soja PC (95%): L-a-fosfatidilcolina (95%) (Avanti Lipids);
acetona para analisis (EMSURE®, Merck) con masa molecular de 58,07g/mol y densidad
0,79kg/1, y etanol absoluto (EMSURE®, Merck).

Métodos de elaboracion de las nanoparticulas.

Los métodos de elaboracidon de las NPs utilizados en este trabajo fueron la nanoprecipitacion

modificada por el método convencional y por la técnica de microfluidica.

Elaboracion de las fases

La fase organica contiene PLGA y protamina en acetona y la fase acuosa contiene los lipidos,
DSPE-MPEG y lecitina en etanol al 4%, debiendo calentar ésta ultima a 65 °C para disolver la
lecitina. La protamina se disuelve aparte en agua destilada y, justo antes del mezclado, se afiade

a la fase organica. Las cantidades de cada componente estan especificadas en la Tabla 2.

Fase acuosa Fase organica
DSPE-MPEG | 1,I1mg/10ml PLGA Smg/ml
Lecitina 0,4mg/10ml Protamina | 45ug de protamina/50pul de agua por

cada ml de fase orgénica

Disolvente Etanol 4% Disolvente | Acetona

Tabla 2. Composicion de las fases utilizadas para la elaboracion de NPs por nanoprecipitacion

utilizando los método convencional y microfluidica
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Elaboracion por el método convencional

Una vez mezclada la protamina con la fase organica, por agitacion manual, se vierte sobre la
fase acuosa bajo agitacion magnética y se mantiene asi durante una hora en campana de extrac-

cion para la evaporacion del disolvente y el endurecimiento de las NPs.

Elaboracién por microfluidica

Las fases previamente filtradas (filtro de jeringa de 0,45um de diametro de poro, Chromafil
Xtra PET -45/25, Macherey-Nagel, Alemania) son impulsadas mediante una bomba de jeringa
de dos canales (Mitos Duo XS-Pump Basic, Dolomite, Reino Unido), a un flujo fijado mediante
software (Flow Control Center, v4.1.9, Dolomite, Reino Unido) hacia el micromezclador (part
No: 3200401, Dolomite, Reino Unido). Es importante la optimizacion del didmetro interno y la

longitud de los capilares utilizados para reducir los volumenes muertos (Tabla 3).

Fase acuosa Fase organica
Diametro interno 0,8 mm 0,25 mm
Longitud 37cm 2 x 10cm
Volumen muerto 186 pul 100pl

Tabla 3. Didmetro interno, longitud y volumen muerto de los conectores utilizados para cada

fase en el sistema diseniado.

A la salida del micromezclador se recoge la suspension de las NPs generada y se deja en agita-
cién magnética en campana de extraccion durante una hora para la evaporacion del disolvente
y el endurecimiento de las NPs. Un esquema del sistema descrito se encuentra en la Figura 7,
donde se incluye un microscopio que se utiliza para la observacion de los microcanales, lo cual

permite la evaluacion de la limpieza de los canales.
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Programa para controlar la
bomba, de Dolomite

il

Bomba Mitos Duo
XS-Pump Basic

-

37cm
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Dolomite micromixer
part No: 3200401
10cm
10cm
2 ID: 0,25mm ID: 0,25mm .
N Sample ’ q
u injection loop w
con 50l loop \ - =
Fase - Fase . Jeringa  Jeringa
orgdnica: acqua. 2,5ml ml
-PLGA -Lecitina
-Acetona -DSPE-PEG
+ protamina -EtOH 4%

1.D= Diémetro interno

Figura 7. Esquema del sistema de microfluidica empleado en este trabajo

Caracterizacion de las nanoparticulas

La caracterizacion de las NPs obtenidas se realiza utilizando el equipo Zetasizer nano ZS (Mal-
vern Panalytical, Reino Unido). Se evaltian dos parametros: el tamafio de particula (Z size) y el

indice de polidispersion (PDI). La manipulacion de las muestras se describe en la Figura 8.

Y g
/ |

y

Inmersién del eppendorf
con la muestra en bafio
de ultrasonidos durante 2
minutos

Dilucién si fuese
necesario, si no,
trasvase a microcubeta
desechable

Figura 8. Esquema del procedimento de medicion de tamamiio y potencial Z en el equipo Zeta-

sizer ZS de Malverns Instruments
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El tamafio de particula y el PDI se determinan por dispersion de luz dinamica, técnica no des-
tructiva basada en la medicion de la fluctuacion del movimiento Browniano. El haz de luz laser
se hace pasar a través de la muestra y como la velocidad de movimiento de las particulas es
mayor cuanto mas pequefias son, las fluctuaciones de intensidad de la luz de laser se produciran
mas seguidas en el tiempo. Esto se puede interpretar con una funcion de correlacion donde el
tiempo en el que la sefial empieza a decaer proporciona el tamafio de particula y la polidisper-

sion. La linea base de la funcion informa sobre macroagregados.
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Resultados y discusion

El tamafo de las NPs es una caracteristica clave que influye en distintos aspectos de la distri-
bucion y liberacion del farmaco. Por un lado, tamafios muy pequefios (menores de 10 nm) se
eliminan rapidamente por rifion ! y tamafios superiores a 200 nm activan el sistema del com-
plemento 2° disminuyendo la vida media de las NPs en sangre. El tamafio también afecta a la
captacion por las células, siendo méxima cuando se trata de tamafios de entre 10 y 60 nm 2!,
Ademas, a menor tamafio se observa una liberacion mas rapida y homogénea de farmaco 2. El
indice de polidispersion, medida de la distribucion de tamafos, interesa que sea lo menor posi-

ble para obtener NPs homogéneas.

Es necesario optimizar ambos parametros en conjunto, de modo que se obtengan unas NPs con
un tamafio adecuado y distribuciones estrechas. En este sentido, se pueden encontrar numerosos
ejemplos en los que se modifican distintos factores, tales como el caudal total, la relacion de
fases o la composicion de las mismas, para optimizar las caracteristicas fisicoquimicas de NPs.
Con respecto al caudal, Bokare et al., (2019)*, encontraron que un mayor caudal producia me-
nor tamafio, usando una configuraciéon de micromezclador de flow focusing, donde la fase
acuosa (con el lipido) se introduce por los canales de los extremos y la organica con el polimero
por el canal central. En el caso de la relacion de fases, Shokoohinia et al., (2019)?* optimizaron
este factor para obtener valores minimos de PDI y tamafio usando un disefio del micromezcla-
dor similar a la de Bokare et al., (2019)%, salvo que en este caso por los extremos se introduce
alcohol polivinilico. Por ultimo, la composicion de las fases, que en el caso de las NPs hibridas
puede ser representada como la proporcion de polimero/lipido, fue estudiada por Kim et al.,
(2012)'"!, haciendo uso de un disefio de micromezclador que permite formar microvortices, con
tres entradas e introduciendo la fase acuosa por los extremos y la orgénica por la central. Estos
autores observaron que al incrementar la proporcion de polimero frente a lipido, aumenta el

tamanio de las NPs.

En el presente trabajo se analiza la influencia de la relacion de fases y el caudal total sobre estas
caracteristicas, fijando diferentes caudales de partida de la fase orgéanica. En particular, se con-

templaron las siguientes variables:
e Relacion de fases (O/W): 1:2, 1:3, 1:5, 1:8, 1:10, 1:20.

e (Caudal de la fase organica: 50ul/min, 100pl/min, 200ul/min, 400pl/min.
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En el anexo se encuentra una tabla con todos los lotes elaborados, incluyendo la relacion de

fases y el caudal de la fase organica usado para cada uno.

Influencia de la relacion de fases sobre el tamaiio y PDI

La influencia de la relacion de fases sobre el tamafio y el PDI se ilustra en la Figura 9. Se han
agrupado los datos en cuatro graficos en funcion del caudal de la fase organica. En todos los
casos se observa una tendencia descendente en el tamafio y ascendente en el PDI cuando la
relacion de fases aumenta. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Lababidi et al.,
(2019)*, que consiguieron disminuir el tamafio de NP poliméricas de 150 a 70 nm con un
aumento del PDI, de 0,085 a 0,142. Esta reduccion de tamaiio se puede atribuir a un proceso de

mezclado mas rapido y eficiente 26.

50ul/min fase orgénica 100pl/min fase organica
200

180
160
140

120
100
80
60
40

200ul/min fase organica 400pl/min fase orgdnica

160
140
1:2 13 15 1

Tamafio (nm)

:8 1:2 13 L5

Figura 9. Tamario e indice de polidispersion segun la relacion de fases para distintos lotes de
nanoparticulas, agrupados en funcion del caudal de la fase organica. El eje izquierdo corres-
ponde al tamario en nanometros (los puntos de color naranja) y el derecho al PDI (los puntos

de color gris).
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Influencia del caudal total sobre el tamaiio y PDI

Utilizando la relacién de fases 1:5 se determiné la influencia del caudal total en el tamafio y
PDI de las NPs. En la Figura 10 se puede observar que el tamafio disminuye y el PDI aumenta

cuando aumenta el caudal total.

300 600 600 1200 2400
Caudal total

Figura 10. Tamano e indice de polidispersion para distintos caudales donde la relacion de
fases ha sido 1:5. El eje izquierdo corresponde al tamario en nanometros (los puntos de color

naranja) y el derecho al PDI (los puntos de color gris).

Ambos efectos pueden deberse al aumento del nimero de Reynolds. Cuando el nimero de
Reynolds aumenta, hay una tendencia a la formacion de agregados, especialmente en las pare-
des del canal, debido a una mayor interaccion entre particulas, y se incrementa el PDI 7. En
cuanto al tamafio, a mayor numero de Reynolds, indicativo de mezclado mas homogéneo, me-

nor tamafio de NPs !!.

Influencia del proceso de evaporacion en el tamano y PDI de las

nanoparticulas

Cuando se elaboran NPs es esencial evaporar el disolvente organico al final del proceso ya que,
por un lado, es toxico y, por otro, la evaporacion permite el endurecimiento de las particulas y

evita su agregacion. Durante el proceso de evaporacion el disolvente orgénico difunde hacia la
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fase externa acuosa y abandona la particula, reduciéndose su tamafio ya que el polimero, al ser
insoluble en el agua, precipita. Como se observa en el panel superior de la Figura 11 la reduc-
cion del tamafio es mayor cuanto mayor es el caudal de la fase orgénica. Por otro lado, bajo las
condiciones aplicadas en este estudio, no parece que esta etapa de evaporacion afecte a la poli-

dispersion (panel inferior de la Figura 11).

a) 250 927 999 -947 0,00 %Cambio tamafio
g A1 112,22
. . . - -10,00 0,00
200 2476 2339 2502 2652 -20,00 5,00
© 3467 ° ° -30,00
’ -10,00 EEEEIOR4
150 -40,00 1500
50,00 e
100 -60,00 -20,00
-70,00 -25,00 -
50 -80,00 -30,00
-90,00
-35,00
0 -100,00
100 100 100 100 50 50 50 50 50 -40,00
100 50

m Tamafio de lotes sin evaporar m Tamafio de lotes tras evaporacién ® % cambio Caudal fase organica

04 10,00 13,76 20,00 % cambio PDI
b) 03 ° - 364 " 226 135 20,00
’ 11,01 ° ° 000
03 -17,39 -15.,85 15,00
.
0,25 -20,00 10,00 i
5,00
0,2 -40,00
0,00
013 -60,00 5,00
0,1
005 I -80,00 -10,00
! -15,00
0 -100,00 20,00
100 100 100 100 50 50 50 50 50 ’ 100 50
mPDIdelotes sinevaporar M PDIdelotes tras evaporacion ~ ® % cambio Caudal fase organica

Figura 11. Influencia de la fase de evaporacion en el tamario y PDI de distintos lotes de
nanoparticulas. En el eje y principal se representa el tamario (a) o PDI (b) y en el de la
derecha el % de cambio del lote evaporado frente al dato previo a la evaporacion. En las
imagenes de la derecha se agrupan todos los lotes en funcion del caudal de la fase organica

v se representa la media de las variaciones en % de tamario (a) o PDI (b) con una etiqueta.
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Conclusiones

En este de trabajo fin de grado se han obtenido NPs hibridas, utilizando la técnica de nanopre-
cipitacion modificada mediante una instalacion de microfluidica que permite controlar las ca-
racteristicas fisicoquimicas de las NPs. El analisis de los datos obtenidos en este trabajo sugiere

que:
e FEltamafio de las NPs disminuye cuando aumenta el caudal y la relacion de fases
e Elindice de polidispersion aumenta al hacerlo a su vez el caudal y la relacion de fases

e Dentro del proceso de elaboracion de las NPs, la etapa de evaporacion del disolvente
produce una disminucion en el tamafio de las NPs, especialmente cuando el caudal de

la fase organica aumenta.

Todos los resultados obtenidos son preliminares, dado que los experimentos se han realizado
sin réplicas. Para que dichos resultados fuesen estadisticamente significativos seria necesario
realizar un disefio experimental que permita evaluar el efecto de los factores estudiados. En este
caso esto no ha sido posible debido a las circunstancias sanitarias que han afectado a este se-

gundo cuatrimestre y han limitado el tiempo de trabajo en el laboratorio.
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Anexo

Tabla 4. Resultados de tamarios y PDI de los distintos lotes de nanoparticulas elaborados por

microfluidica. La SD corresponde a la desviacion estandar que proporciona el programa del

Zetasizer, calculada a partir de las trés medidas que realiza el aparato sobre la muestra

n’ de lote  Rel fases Caudal fase Caudal total Tamafio = SD PDI £ SD
(1:) organica (nm)
11 2 200 600 174,2 £ 6,295 0,117 £0,028
12 3 200 800 172,1 £1,531 0,128 £ 0,012
13 5 200 1200 1399 +£0,5774 0,160 £ 0,012
14 8 200 1800 123 £ 0,8544 0,228 £ 0,005
15 2 400 1200 172,1 £ 2,15 0,128 £ 0,016
16 3 400 1600 1472 +£1,201 0,182 £0,007
17 5 400 2400 128,6 £1,682 0,230 £ 0,048
18 2 100 300 170,1 £2,139 0,083 £0,018
19 3 100 400 1484 £ 3,281 0,096 £0,014
21 5 100 600 157,5+3,612 0,120 £ 0,015
23 10 100 1100 1294 + 1,877 0,130 £ 0,009
26 5 100 600 161,5+0,7024 0,161 £ 0,003
27 8 100 900 122,77 £ 2,443 0,164 £ 0,021
28 10 100 1100 117,6 £ 2,290 0,156 £ 0,038
29 20 100 2100 113,2 £ 5,490 0,336 £ 0,054
31 5 50 300 194,1 £2479 0,110 £ 0,003
32 8 50 450 1722 £ 1,229 0,109 £ 0,019
33 10 50 550 161,6 £ 0,6245 0,133 +£0,014
34 20 50 1050 127,7+1,242 0,174 £ 0,017
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Tabla 5. Medidas de los lotes tras la evaporacion y previo a la misma, asi como variacion de
la medida (tras evaporacion - previo) y expresado en porcentaje relativo a la medida antes de

realizar la fase de evaporacion.

Lotes tras Lotes previo a
evaporacion evaporacién
Caudal Tamano PDI Tamaiio = PDI Atamafio APDI % % APDI
fase (nm) (nm) Atamano
organica
100 1185 0,132 157.5 0,12 -39 0,012 -24.76 10,00
100 105.5 0,133 161,5 0,161 -56 -0,028 -34,67 -17,39
100 94 0,138 1227 0,164 -28,7 -0,026 -23.39 -15,85
100 88,18 0,165 117,6 0,156 -2942 0,009 -25,02 5,77
50 83,18 0,299 1132 0,336 -30,02 -0,037 -26,52 -11,01
50 176,1 0,114 194,1 0,11 -18 0,004 -927 3,64
50 155 0,124 1722 0,109 -17,2 0,015 -9,99 13,76
50 146,3 0,136 161,6 0,133 -153 0,003 -947 2,26
50 127,7 0,174 1433 0,176 -15,6 0,002 -12,22 1,15
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