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INTRODUCAO

A microfluidica compreende a ciéncia e a
tecnologia aplicadas para o desenvolvimento
de dispositivos em escala micrométrica que
possibilitam o escoamento de fluidos em
pequenas quantidades (10° a 108 litros) (Arya
etal, 2013). Comparado com processos
convencionais na Engenharia Quimica a
microfluidica conta com muitas vantagens
como por exemplo o baixo consumo de
reagentes, pequeno custo energético, maiores
rendimentos e tempos de andlise menores,
isso proporciona cada vez mais a fixagdo dessa
ferramenta versatil para diversas areas, como
a producéo de nanoparticulas dentre essas, 0s
lipossomas. (Balazs et.al, 2011; Balbino et.al,
2013; Mozafari, 2005; Ren et.al, 2014). Essas
vesiculas que mimetizam a membrana celular
podem ser obtidas por diferentes métodos, mas
nem sempre de maneira controlada em termos
de tamanho, polidispersidade e lamelaridade, o

gue limita suas aplicagoes.

Ainda, os pequenos volumes que escoam
pelos microcanais s&o caracterizados por
baixos numeros de Reynolds, o que indica
auséncia de turbuléncia (na auséncia de forcas
externas) e por consequéncia baixos indices de
mistura. Esse fato traduz que a formacéo das
vesiculas ocorre apenas pela difusdo causada
pelo gradiente de concentracdo entre as
correntes que fluem paralelamente nos
microcanais (Sun et.al, 2015; Thorsen et.al,
2002). Misturas

inclusive, sobre a produtividade na sintese de

ineficientes  impactam,
nanoparticulas (Camargo et.al, 2016; Mark
et.al, 2010). Mediante este cenéario, ainda é um
desafio melhorar a mistura entre as espécies
nos microcanais através de técnicas que
permitam aumentar a produtividade e
repetibilidade das vesiculas geradas. Por isso,
uma alternativa que representa uma
possibilidade efetiva de melhorar a mistura em
escoamento laminar trata-se da adveccao
cadtica. Este fenbmeno é gerado quando em

um escoamento laminar as linhas de fluxo se
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misturam de forma intensa, mas ndo atingem
velocidades t&o altas ao ponto de classificar o
regime como turbulento (Aref, 2002). Em
microfluidica, a advecgdo cadtica pode ser
gerada mediante a modificacdo da geometria
dos microcanais (Ottino, 1990; Saatdjian et.al,
2012), permitindo a sobreposicao de linhas de
corrente em movimento fluidico que ocorre de
forma repetida.

Dessa forma, este trabalho se propés a
estudar a sintese de lipossomas em um
microdispositivo que explora a adveccéo
cadtica (Figura 1) favorecendo a mistura, para
dessa forma obter lipossomas de tamanho e
polidispersidade  reprodutiveis com alta
produtividade e caracteristicas desejadas.

Além disso foi realizado o estudo de
encapsulacdo de um nutracéutico por meio

desses lipossomas.

Formato do canal
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Figura 1: Esquema do microdispositivo que favorece
adveccdao cadtica, Q1 sdo as correntes aquosas e Qz a
corrente lipidica, Q: € a corrente de saida.

METODOLOGIA

Os lipossomas, devido a sua estrutura
particular, sendo vesiculas de membranas
fechadas de fosfolipidios, sdo uma 6tima opgéo
para a encapsulagéo de substancias diversas.
Essa versatilidade permite a encapsulacéo de
substéncias hidrofilicas (encapsuladas no
nucleo) e substancias hidrofébicas
(encapsuladas nas bicamadas), as quais

podem ser utllizadas como  ativos

encapsulados pelos lipossomas (Rigolleto et.al,
2012; Pihl et.al, 2005).

No presente trabalho, foi utlizada a
curcumina (C1386-50G, marca Sigma) como
substancia a ser encapsulada. A curcumina &
um polifenol natural amarelo, é obtida a partir
da Curcuma longa L e também é chamada de
curcuma. A curcumina é conhecida por
apresentar propriedades anticarcinogénica,
antioxidantes, anti-inflamatdrias,
antibacterianas e de cicatrizacdo de feridas
(Collins et.al, 2013; Kondiah et.al, 2018;
NGUYEN et al., 2016) o que a torna uma 6tima
substancia de estudo para aplicacdes
medicinais e alimenticias.

Para a encapsulacdo do biaotivo, foi
adicionada a curcumina na fase alcodlica
contendo etanol + lipidio), essa técnica para a
formacdo de lipossomas para a encapsulacao
de um ativo é uma adaptacdo da feita por
MICHELON et al., 2016 e Mascaraque et al.,
2017.

A analise da efetividade da encapsulacao
foi feita por meio de andlises de espectroscopia
UV-Vis no comprimento de onda de 415 nm.
Para isso, foi tracada uma curva padrdo (R2 =
0,9813) contendo etanol e curcumina em varias
concentracdes (Figura 2) obtidas a partir dos
valores de absorbancia para cada situagéo.
apos tracada a curva comparou-se os valores
de absorbancia obtidos com as amostras de
encapsulacdo com os lipossomas. Tendo o
valor inicial da concentracdo de curcumina e
tendo o valor final de concentragcéo obtido pela
analise de absorbancia foi possivel obter a
porcentagem de encapsulac¢do do ativo. Uma
pratica parecida foi realizada por Mascaraque
etal., 2017.
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Figura 2: Curva de calibragdo para a mistura de etanol,
lipidio, agua e curcumina.

Com base na equacdo da reta da curva
de calibracéo foi possivel obter os valores das
concentracdes finais de curcumina livre apos a
sintese dos lipossomas. Para isso foi isolada a
concentracao (X) na equacao da reta e aplicada
a absorbancia (y) obtida para cada amostra
(1%, 4%, 7% e 10%), como pode ser observado
na Equacéo 1.

_ y-0,1995
T 13986

(1)

O resultado obtido por meio da Equacéo
1 representa a concentragdo de curcumina que
nao foi encapsulada ao fim do processo,
entretanto, € necessario levar em consideracéo
a dissolucdo da solugéo inicial para uma real
analise da encapsulagdo. Para tal, utilizou-se a
Equacdo 2 a qual contempla as diluicbes
realizadas no processo, que no total séo duas.
A primeira delas ocorre durante o proprio
processo de sintese dos lipossomas, onde a
solucdo mé&e de contendo a curcumina €
adicionada a uma vazéo de 2,5 ml/min e agua
é adicionada em uma mesma vazdao,
totalizando 5 ml de solucéo final. A segunda é

realizada para a andlise de espectroscopia,

onde é feita a diluicdo de 1 ml de dispersdo em
4 mL de etanol.

Ci = Concentracdo da solugédo antes da
diluicdo

Vi = Volume total da solucgéo inicial

Ci = Concentracdo da solucdo apos a
diluicdo

V¢ = Volume total da solucéo final

Com o valor de massa encapsulada
obtido utiliza-se as Equacbes 3 e 4 para o
calculo da efetividade de encapsulagdo (EE) e
também a capacidade de carregamento (CC),

respectivamente.

Massa de curcumina encapsulada (experimental) 100 (3)

EE(%) =

Massa total de curcumina adicionada (Teérica)

Massa de curcumina encapsulada (experimental) 100 (4)

CC(%) =

Massa total adicionada (Tebrica)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios, realizados em triplicata, conforme
apresentado na Tabela 1, demonstram que a
eficiéncia de encapsulacdo dos lipossomas
decresce com o0 aumento da porcentagem de
curcumina, isso se da devido a curcumina ser um
agente hidrofobico que ira se localizar na bicamada.
Os resultados experimentais nos levam a crer que a
concentracdo de 1% ja € capaz de ocupar 0s
espagos vazios entre as caudas hidrofébicas de
uma maneira efetva, 0o aumento dessa
concentracdo se torna inviavel pois ndo ha espaco
no lipossoma para encapsulagéo. Dessa forma, toda
a curcumina adicional permanece em solugéo,
resultando em uma grande diminui¢&o da eficiéncia
do processo. Nota-se também que a capacidade de
carga, que esta diretamente ligada & quantidade de

7z

lipidio no meio, ndo € muito elevada, ja que a
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curcumina € inserida na bicamada lipidica e o
espaco disponivel é limitado.

Todos os ensaios foram realizados nas
condicbes de FRR 1 (raz&o entre as correntes de
entrada com valor 1, ou seja, a soma das vazdes de
ambas as correntes de agua tem valor igual a
corrente de lipidio) e com a concentragéo de 5 mM
de lipidio na solucéo inicial lipidio + curcumina. Por
fim, todas as sinteses foram realizadas com uma

vazao total de 5 mL/min.

Tabela 1: Resultados experimentais de eficiéncia
de encapsulacéo (EE) e capacidade de carga (CC)
dos lipossomas sintetizados.

Quantidade de EE (%) CC (%)
Curcumina Inicial
1% 67.84 1.00
4% 24.44 2.08
7% 18.42 2.72
10% 17.42 2.87

Também foi realizada uma analise
exploratéria quanto ao tema, a tabela abaixo
ilustra  os principais  resultados  de
encapsulacdo para cada um dos meétodos
abordados no estudo. Também estédo
ilustrados o tamanho médio dos agregados
formados, assim como o seu o indice de

polidispersidade.

Tabela 2: Comparac¢éo dos resultados de
encapsulacdo dos métodos analisados.

Método Lipidio / Tamanho PDI EE (%)

Surfactante  médio

(nm)

Bulk - 90G ' 508 075 79
Microfluidica ‘T85 231 0.34 | 957
herringbone
Microfluidica  E80 163.2 0.19 67.84
adveccao
cadtica

Ao observar os resultados nota-se que o
método em Bulk € 0 que proporciona uma

sintese de lipossomas com maior diametro

hidrodindamico e maior eficiéncia de
encapsulacdo, em contrapartida esse método
conta com dificuldades em realizar a sintese de
forma controlada, o que resulta em um valor
alto no PDI e também em uma produtividade
baixa. O método abordado por Obeid et al.,
2019 consegue contornar o problema de altos
valores de PDI e proporciona a sintese de
nanoagregados de menor tamanho médio, mas
gque ainda contam com certa capacidade de
encapsulacéo, entretanto, a eficiéncia obtida é
a menor entre as trés analisadas.

O método tratado nesse trabalho, que
aborda a adveccdo cadtica juntamente com a
focalizacéo hidrodindmica em
microdispositivos, foi capaz de obter uma
eficiéncia de encapsulacédo préoxima a em bulk
sem perder o controle na sintese dos
lipossomas, obtendo um baixo valor no indice
de polidispersidade e mantendo a formacgéo de
nanoagregados com um bom diametro
hidrodinamico.

Por fim, tais analises nao visam realizar
uma comparacao entre os estudos, ja que é
variado o método, composicdo e vazao
massica em cada um dos casos abordados, o
que tornaria inconclusiva a comparacao.
Apenas foi realizado o estudo exploratério para
compreender como séo variadas as opgdes de
encapsulacdo de nutraceuticos como a

curcumina.

CONCLUSOES

O presente projeto demonstrou a
viabilidade de realizar um processo de
encapsulacdo de curcumina durante a sintese
de lipossomas no microdispositivo de advecgéo
caotica. De acordo com o0s percentuais

analisados, foi verificado que a concentragéo
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6tima do nutracéutico foi de 1% (mol/mol) e que
0o aumento da concentragdo além desse
percentual ndo é uma estratégia vantajosa em
termos de rendimento do agente encapsulado.

Com isso, se conclui que os lipossomas
sintetizados foram capazes de encapsular a

curcumina em  alta  produtividade e

repetibilidade.

Para o estudo exploratério sobre o tema,
foram abordadas outras duas formas de se
alcancar o mesmo objetivo de encapsulacdo da
curcumina. Observou-se que h& grande
variedade de estudos que abordam diferentes
técnicas indicando um grande crescimento na

pesquisa cientifica nesse tema.
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