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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue sintetizar microparticulas magnéticas mediante coprecipitacion quimica e incorporarlas en
hidrogeles poliméricos generados por microemulsién inversa. En la de sintesis de los hidrogeles, se evalud la concentracién de
agarosa (0.04%, 0.05% y 0.06% de porcentaje en masa), la temperatura de fusion (50, 60y 70 °C) y el tiempo de homogenizacion
(7, 10 y 15 minutos). Las particulas e hidrogeles fueron caracterizados mediante espectroscopia de infrarrojo por transformada
de Fourier (FTIR), microscopia electrénica de barrido (MEB) y refractometria. Los resultados mostraron que la muestra mas
estable fue la generada con 0.05% de agarosa, a 60°C y 10 min de homogenizacidn (tratamiento 5). Con la caracterizacion, se
identificd la presencia de enlaces Fe-O-Fe, microparticulas con morfologia cristalina y tamafios promedio de 15 um. Se determiné
una emulsion estable, con microparticulas distribuidas de forma homogénea. La refractometria mostré grados Brix de hasta
72.70 %, sugiriendo eficiencia en la retencién de microparticulas. El andlisis estadistico mostré que todos los factores y sus
interacciones influyeron significativamente en la funcionalizacién del hidrogel. Estos resultados demuestran que los hidrogeles
funcionalizados con microparticulas magnéticas poseen alta capacidad de carga y un potencial para uso a nivel biomédico.

Palabras claves: Hidrogel, Microparticulas, Funcionalizacion, Microemulsién inversa, Polimerizacion.

ABSTRACT

The objective of this study was to synthesize magnetic microparticles via chemical coprecipitation and incorporate them
into polymeric hydrogels produced by inverse microemulsion. In the hydrogel synthesis stage, the agarose concentration
(0.04%, 0.05%, and 0.06% w/w), the melting temperature (50, 60, and 70 °C), and the homogenization time (7, 10, and
15 minutes) were evaluated. The particles and hydrogels were characterized using Fourier-transform infrared spectroscopy
(FTIR), scanning electron microscopy (SEM), and refractometry. The results showed that the most stable sample was obtained
with 0.05% agarose, at 60 °C, and 10 minutes of homogenization (treatment 5). The characterization confirmed the presence
of Fe—O—-Fe bonds, microparticles with crystalline morphology, and an average size of 15 um. A stable emulsion with
homogeneously distributed microparticles was obtained. Refractometry indicated Brix values of up to 72.70%, suggesting
efficient microparticle retention. Statistical analysis showed that all factors and their interactions had a significant influence
on hydrogel functionalization. These findings demonstrate that hydrogels functionalized with magnetic microparticles exhibit
high loading capacity and potential for biomedical applications.

Keywords: Hydrogel, Microparticles, Functionalization, Inverse Microemulsion, Polymerization.
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SINTESIS Y CARACTERIZACION DE HIDROGELES POLIMERICOS
FUNCIONALIZADOS CON MICROPARTICULAS MAGNETICAS

a_l. INTRODUCCION

A nivel mundial, el estudio de particulas en escala
micro o nanoestructurada tuvo sus inicios con el
desarrollo de las particulas ultrafinas, finalizando
los afios ochenta. Actualmente, entre los paises
gue se destacan en investigacién y produccién de
estas particulas respecto a paises en desarrollo,
se encuentra Estados Unidos, Alemania y China
(1). Es asi como, en el afio 2000, Estados Unidos
dio inicio al programa la Iniciativa Nacional de
Nanotecnologia, generando buenos resultados en
paises latinoamericanos, especialmente en Brasil
y Argentina; un menor desarrollo en pequeiias
naciones como Uruguay, Peru y Chile; y escasas
investigaciones en Guatemala, El Salvador vy
Ecuador (2). Con el tiempo, se ha evidenciado
que esto ha ido cambiando vy, varios paises han
venido destinando mayores recursos a esta area
de investigacidn, aunque se cree que todavia es la
inversion llega a ser escasa (3).

Los micro y nanomateriales han sido estudiados
y empleados en diversos campos como son la
salud, industria, construccién, entre otras (4).
Para la aplicacion de este tipo de particulas,
estas deben ser estables, de forma que su uso
en recubrimientos y otros compuestos mejore su
bioactividad; siendo ademas posible emplearlos
en el diagndstico precoz de enfermedades (5).

Dentro de estos materiales, tenemos a las
microparticulas magnéticas (MPMs), que son
estructuras sumamente interesantes, y su estudio
ha tenido un gran progreso en los Ultimos afios,
especialmente en el desarrollo de materiales
innovadores que han logrado aplicarse dentro
de la biomedicina y biotecnologia (6). Las
MPMs, por su naturaleza cuentan con grandes
ventajas, pudiendo mencionar su bajo costo,
facil manipulacién con un gradiente de campo
magnético externo y, su capacidad de agrupar
agentes biolégicos (7,8).

Otro de los materiales de gran interés son los
hidrogeles, estas estructuras fueron reportados
a fines de los afos cincuenta por Wichterle y
Lim, cuyo reporte indicd la elaboraciéon de un
gel de metacrilato de 2-hidro-xietilo (HEMA).
Este gel fue empleado como parte del material
de lentes de contacto blandos, comprobando
su biocompatibilidad durante su uso clinico
en implantes (9). Los hidrogeles cuentan con
caracteristicas poliméricas especificas que los
hace hidréfilos, blandos, elasticos, pudiendo,
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ademas, incrementar de forma notable su
volumen en presencia de agua, mientras conserva
su forma hasta lograr el equilibrio fisico-quimico
necesario, siendo considerados varios de éstos,
como materiales inteligentes (10,11).

Gracias a su naturaleza polimérica y a la
posibilidad de absorber importantes cantidades
de agua, los hidrogeles o conocidos como redes
poliméricas reticulares, logran que sus procesos
de sintesis se consideren sencillos (12). Ademas,
la existencia de mondmeros, su alto grado de
biocompatibilidad y sensibilidad alta a cambios
leves de pH o temperatura, han permitido que
tengan un amplio campo aplicativo en dreas
médicas e industriales (13). Como ejemplo, se
puede mencionar la incorporaciéon de estructuras
y/o particulas magnéticas en el interior de algunos
materiales con el objetivo de proporcionarles
nuevas y mejores propiedades (14,15).

En vista de su importancia en el disefio vy
elaboracién de varias aplicaciones biomédicas,
los hidrogeles despiertan cada vez mas interés (2).
Autores como Cortés et al., presentan resultados
sobre la sintesis de hidrogeles nanoestructurados
mediante polimerizacion en micro emulsién
inversa de un polimero, con el fin de conseguir
estructuras que exhiban mas capacidad de
hinchamiento y propiedades mecanicas
superiores (16). También se ha analizado procesos
de liberacién de farmacos, Long et al. Estudiaron
un hidrogel de hemicelulosa con nanoparticulas
de hierro, el cual presento respuesta dual al
pH y al magnetismo vy, logré tener atributos
excepcionales para la liberacidn controlada
de farmacos (17); por su parte Viteri et al.
desarrollaron una red de biopolimero doble con
quitosano y agarosa, en el cual, se incorporaron
nanoparticulas de magnetita (Fe304) y se analizé
a liberacién de vancomicina como antibidtico
en cultivos bacterianos; los resultados fueron
positivos y se determind que la liberacion del
farmaco se controlé adecuadamente en funcién
del campo magnético externo (18).

Puntualmente, los hidrogeles poliméricos con
particulas magnéticas (PMs), han sido objeto de
estudio, pues las redes poliméricas modificadas
por la presencia de metales u 6xidos metadlicos
generan respuestas atractivas a la luz, presencia
de campos eléctricos y/o campos magnéticos,
cambios de pH, etc. (19). La respuesta magnética
que logran dar estos materiales combinada con
sus propiedades de biocompatibilidad, suavidad,
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flexibilidad y sobre todo el hecho de que logran
ser controlados remotamente permite un
manejo adecuado en la movilidad no invasiva de
farmacos (18).

En Ecuador, alin son muy pocas las investigaciones
relacionadas con el desarrollo de hidrogeles
hibridos, es decir estructuras poliméricas
combinadas con otros materiales como las PMs,
por ello, se considera necesario potenciar la
investigacion en este tipo de campos. Con este
objetivo, en el presente trabajo se generd un
hidrogel polimérico con inclusiones de PMs con
un recubrimiento en su superficie, se logré un
material biocompatible, no téxico y muy estable.
Este material podria ser utilizado para pruebas de
movilidad de farmacos o aplicacion de campos
magnéticos externos en sistemas aislados,
principalmente a nivel biolégico y médico. Para
corroborar esto, se analizaron las propiedades
fisicoquimicas y morfoldgicas del hidrogel,
ademas de determinar cdmo se encuentran
distribuidas las PMs dentro del mismo.

o_ll. MATERIALES Y METODOS

1. Sintesis de microparticulas magnéticas

El proceso de sintesis de las MPMs se desarrolld
segln lo propuesto por Cortés et. al. Se prepard
una solucién de 150 mL con 4.8 g de hidréxido
de sodio (NaOH), 0.899 mL de acido oleico
(C18H3402), 17.98 mL de agua destilada, 224.8
mg de sulfito de sodio (NaSO3) y 449.6 mg de
cloruro férrico hexahidratado (FeCI3*6H20).
Durante la preparacion, la solucién se mantuvo
en un agitador-calentador magnético hasta
la formacién de las MPMs (16). Posterior al
proceso de sintesis, las particulas obtenidas
fueron lavadas empleando agua y etanol en
proporciones iguales. Se utilizd6 un iman de
neodimio de 0.2 T para mantener las particulas
en fondo del recipiente.

2. Sintesis y funcionalizacion de hidrogeles
poliméricos

Con base en las técnicas utilizadas en el estudio de
Cortés et. al. fueron obtenidos y funcionalizados
los hidrogeles poliméricos (16). Se monté un
sistema compuesto por un sonicador Vibra Cell,
un agitador-calentador magnético, dos soportes
universales, un cristalizador, una pinza y un vaso
de precipitacion (Ver Figura 1).
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Figura. 1. Sistema para la sintesis de hidrogeles.

Se prepard una solucion formada por 50 mL de
aceite de cocina marca La Favorita, 10 mL de
glicerina (como tensioactivo) debido a su poder
emulsionante (20), y 1.5 mL de shampoo marca
comercial (agente entrecruzante) por contener
lauril sulfato de sodio, permitiendo la reticulacién
de polimeros (21,22). Luego, se pesé 10 mL de la
solucion preparada anteriormente, también se
peso 1g de PMs, para cada uno de los porcentajes
en masa de agarosa, polimero seleccionado para
la investigacion y detallado en la tabla 1, ademas
aqui se muestra la temperatura de fusion vy
tiempo de homogeneizacién, empleados para
cada uno de los tratamientos establecidos.

Dentro del proceso se calenté a bafio maria
con la temperatura preestablecida para cada
tratamiento, se encendio el sonicador Vibra Cell,
con una amplitud de onda de 50%, se afiadid las
microparticulas y se agité de forma constante
durante 7, 10 y 15 minutos. Concluido el tiempo
de homogenizacién, se dio por terminado el
proceso de calentamiento de la preparacién y el
producto fue colocado en una caja Petri.

Factores

Concentracion Temperatura Tiempo de Tratamiento
agarosa de fusion homogenizacion
(% en masa) (°C) (min)
7 T1
0.04 50 10 T2
15 T3
7 T4
0.05 60 10 T5
15 T6
7 T7
0.06 70 10 T8
15 T9

Tabla 1. Factores de control para la preparacion de los hidrogeles
poliméricos.
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3. Caracterizacion de las MPMs y del hidrogel
polimérico con inclusiones de MPMs

La identificacion de los grupos funcionales de las
MPMs y de los hidrogeles, se realizé mediante
el espectroscopio JASCO FT/IR-4100 vy el
software Spectra Manager adecuado para este
analisis. Con el fin de determinar cémo influye
la concentraciéon de agarosa, la temperatura
de fusion y el tiempo de homogenizacion en el
proceso de sintesis del hidrogel polimérico, se
determind el indice de refraccion y el porcentaje
de grados Brix, empleando el refractémetro
RA — 620 (Kyoto Kem Electronics) con indice
de refracciéon: +0.00002 nD. Es importante
mencionar que los grados Brix, permiten
determinar el contenido de sacarosa de una
muestra o, a su vez, determina el porcentaje de
solidos solubles, principalmente azlcares (23).
Para el estudio de la morfologia, se empled un
Microscopio Electrénico de Barrido (MEB/EDS),
marca JEOL, JSM-IT100LA.

Es importante mencionar que, durante el
proceso se realizaron espectros FT/IR de todas
las muestras y, en funcién de estos resultados
se seleccionaron las tres mejores muestras para
analizarlas con el MEB. Finalmente se establecid
la muestra que presenté el mejor resultado,
siendo la que se presenta en los resultados de
la presente investigacién. Las otras imagenes se
descartaron.

4. Analisis estadistico

Para determinar la influencia de la concentracion
de agarosa, la temperatura de fusién y el tiempo
de homogenizacidon en el proceso de sintesis
del hidrogel, se realiz6 un ANOVA del disefio
experimental trifactorial. Para el analisis se
utilizé el porcentaje de grados Brix obtenidos en
cada uno de los tratamientos, como indicador
de saturacion. Este analisis se realiz6 mediante
el software SPSS.

_lll. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Caracterizacion por espectrofotometria FTIR
de las MPMs y del hidrogel

La Figura 2(a), presenta el espectrograma
de las MPMs, donde se observan las bandas
de absorcidn que son caracteristicas de los
grupos funcionales mds comunes en este
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material. Se identificé a 3340.85cm™ la banda
correspondiente a la vibracién de tensién
del grupo hidroxilo (O-H), el cual se presenta
generalmente por la presencia de grupos OH
superficiales, mientras que, el estiramiento de
Fe-O-Fe representados por la banda a 572.23cm’
1, se da principalmente por la vibracién de
tension de los enlaces octaédricos de FesO..
Estos resultados coinciden con otros autores
como EI-Dib et al., Fathi et al. y, Mohammadi et
al. (24-26). En tanto que, la banda de 1628.33
cm? pertenece a un tipo especifico de carbonilo
o un efecto de entorno debido a la presencia de
enlaces carbonilo (C=0) (26).

Por otro lado, la Figura 2(b) indica el
espectrograma  del hidrogel  polimérico
funcionalizado con las MPMs obtenido a través
del tratamiento 5. En el espectro se observa
un desplazamiento de la banda de 3340.85cm’
1 a una frecuencia menor de 3312.05cm?, este
efecto se conoce como efecto batocromico y
se determina como un indicio de la interaccion
directa de los enlaces de hidrégeno (H) con
los grupos hidroxilo OH, es decir, existe una
adhesion fuerte de las MPMs en el hidrogel (25).
También, estan representadas las interacciones
covalentes pertenecientes a los enlaces C-H con
las bandas a 2956.15, 2730.39 y 2314.10cm™
(27). Ademas, las bandas observadasa 1744.40y
1489.96 cm-1, estan asociadas a los enlaces C=0
y C-O-Cse dan principalmente por las vibraciones
relacionadas con el oxigeno, confirmando
también, la incorporacion de las microparticulas
en la matriz polimérica, efecto representativo de
la presencia de la agarosa (27,28). La presencia
de MPMs se evidencia con los picos que se
ubican entre 830.22 y 700.89cm™, asociados
a la vibracion que produce el estiramiento del
nucleo de hematita, provocada por el enlace Fe-
O-Fe, de forma especifica en 700.89cm™ (29,30).
La banda generada a 992.45cm™, representa el
enlace 3,6 anhidrogalactosa, que es uno de los
componentes principales que caracterizan a la
agarosa (31,32).

Se puede decir que, el analisis realizado muestra
qgue las MPMs sintetizadas se han incorporado en
la matriz polimérica de una manera exitosa. Uno
de los principales indicios es el desplazamiento
del pico OH, pues la formacién de los enlaces
H-OH, sugiere una interaccidon estable y con
homogeneidad en la dispersion de las MPMs en
el hidrogel.
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Figura 2. a) Espectro FT/IR de las microparticulas magnéticas. b)
Espectrograma del hidrogel polimérico funcionalizado con MPMs.

2. Caracterizacidn por microscopia electrdonica
de barrido (MEB)

La Figura 3, muestra una micrografia de las PMs
en la que se observan cristales de magnetita con
una estructura aparentemente tridimensional. El
tamafio de las MPMs se encuentra entre los 10 y
30 um, con una media de 15 um. La morfologia fue
irregular, fundamentalmente por la aglomeracién
propia de los compuestos magnéticos, sin
embargo, en las muestras analizadas, el tamafio
y concentracion es homogéneo.

EnlaTabla 2 se presentan los resultados obtenidos
del andlisis por espectrometria de dispersién de
energia de rayos X (EDS, por sus siglas en inglés),
en donde se muestra el elemento identificado,
el porcentaje atémico y porcentaje mdsico de
la banda, ademas de la banda k de cada atomo
analizado. La presencia de estos elementos
corrobora que el proceso de sintesis utilizado fue
exitoso.
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Figura 3. Micrografia que muestra PMs x1100 ampliaciones.

Férmula Masa % Atomo % K ratio

C 5.31 25.92 0.0201

(0] 14.77 54.13 0.1551

Na 1.67 4.27 0.0060

Fe 14.94 15.69 0.1345
Total 36.69 100.00

Tabla 2. Tabla de composicion atémica de las microparticulas
magnéticas. espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDS).

En la Figura 4 se observa la micrografia del
hidrogel polimérico funcionalizado con las PMs,
obtenido por medio de MEB mediante electrones
retrodispersos. La muestra analizada fue producto
de la sintesis realizada con 0.05% de agarosa, a
60°C con un tiempo de homogenizaciéon de 10
minutos. Esta muestra fue seleccionada luego del
analisis de los resultados obtenidos por medio de
espectroscopia FT/IR, previamente realizada. La
micrografia reveld una distribucién relativamente
homogénea de las MPMs en el interior del
hidrogel, debido a la interaccién con la agarosa.
Distribuciones similares fueron observadas por
autores como Xue y Sun (33).

Figura 4. Micrografia del hidrogel polimérico funcionalizado con
MPMs
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3. Caracterizacion de
refractometria.

los tratamientos por

En la Tabla 3 se exhiben los valores de grados
Brix, como indicador del contenido de azucares,
medidos en cada uno de los tratamientos. Estos
varian entre 65.81% y 72.70% registrados en el
tratamiento 1 y 8, respectivamente. Esto sugiere
gue existen diferencias notables en el contenido
de solidos solubles entre los tratamientos. Los
valores mas altos de grados Brix los muestran
el tratamiento 8 (72.70%), el tratamiento 3
(72.66%) y el tratamiento 7 (71.93%), lo que
puede relacionarse con una retencion mas
alta de particulas y una mayor eficiencia en la
funcionalizacién del hidrogel. Sin embargo, los
otros tratamientos presentan valores cercanos.

Tratamiento Grados Brix (%)
T1 65,81
T2 66,07
T3 72,66
T4 66,68
T5 69,99
T6 69,59
T7 71,93
T8 72,70
T9 70,90

Tabla 3. Grados Brix en los hidrogeles obtenidos en cada tratamiento.

Los valores de grados Brix también ponen en
evidencia que, en los tres grupos de tratamientos,
diferenciados por el porcentaje de agarosa, existe
una tendencia creciente con el incremento del
tiempo de homogenizacién de 7 a 10 minutos,
con una leve estabilizacién cuando alcanza los
15 minutos. Este comportamiento concuerda
con lo indicado por Ahmed vy, Varaprasad
et al., quienes describieron que un tiempo
de homogenizacién moderado beneficia Ia
dispersion de las microparticulas y la formacion
de estructuras mas compactas (34,35). Ademas,
es evidente que, con una mayor temperatura de
fusion, los grados Brix son mas altos, sugiriendo
gue una temperatura mas elevada favorece la
solubilizacién y entrecruzamiento del polimero,
permitiendo que la estructura sea mas densa o
con mas capacidad de retener fases solubles.

4. Influencia de los factores de control

La tabla 4 muestra los resultados del analisis de
varianza entre los factores de control utilizados
para la sintesis del hidrogel polimérico y la
funcionalizacion con las MPMs. Con el 95%
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de confianza, se observa que los tres factores
y sus interacciones tienen una diferencia
estadisticamente significativa, ya que exhiben
un p valor (significancia) menor a 0.05. Es decir
que, la concentracién de agarosa, el tiempo
de homogenizacién y la temperatura de fusion
tienen influencia en sus respectivos tratamientos
y en el porcentaje de grados Brix que se obtienen
en el hidrogel.

Factor S.C gl cM F Significancia
FactorA 99,32 2 49,66 17,47 0,000010
FactorB 112,91 2 56,46 19,86 0,000005
FactorC 34,81 2 17,41 6,12 0,006418

A*B 134,90 4 33,73 11,86 0,000011
A*C 110,61 4 27,65 9,73 0,000053
B*C 87,80 4 21,95 7,72 0,000277

A*B*C 104,88 8 13,11 4,61 0,001237

Tabla 4. ANOVA del disefio trifactorial.

o_IV. CONCLUSIONES

Los resultados alcanzados por espectroscopia
FTIR y microscopia electrénica de barrido (MEB/
EDS), demuestran que la sintesis de MPMs a
través de la técnica de coprecipitacion quimica
asistida por adsorcién superficial fue exitosa,
ya que se observé la presencia de enlaces Fe-
O-Fe, ademas el analisis morfolégico permitio
identificar estructuras cristalinas en las MPMs,
las mismas que tuvieron un tamafio promedio
de 15um. La sintesis del hidrogel polimérico
realizada mediante polimerizacién por micro
emulsion inversa evidencié la produccién de una
emulsion estable, que permitié la preservacion
de las MPMs dentro de la matriz de agarosa, con
distribuciones relativamente homogéneas. No
obstante, para este proceso es necesario el uso
de gran cantidad de surfactante.

El estudio realizado mediante refractometria
para determinar los grados Brix mostré que el
tratamiento T8 (0,06% de agarosa, 70°C y 10
minutos) fue el mas eficiente en la retencién de
MPMs, ya que alcanzé hasta 72.70% en grados
Brix. En tanto que, los tratamientos tuvieron un
promedio de 69.59%, lo que sugiere la presencia
de una cantidad significativa de MPMs, que no
saturan el hidrogel. Mientras que, el promedio de
los tratamientos fue de 69.59%, lo que indica la
presencia de una cantidad significativa de MPMs,
pero sin saturar el hidrogel. Por lo que, pueden
ser utilizadas posteriormente para el transporte
de sustancias.
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El andlisis de varianza (ANOVA) revelé6 que Se debe evaluar cémo responde el hidrogel a
la concentracion de agarosa, el tiempo de condiciones fisioldgicas simuladas, y ampliar la
homogenizacidon y la temperatura de fusién caracterizacion de las propiedades mecdnicas,
influyen de forma significativa (p < 0.05) en la  capacidad de hinchamiento y el comportamiento
sintesis y funcionalizacidn del hidrogel. térmico del material.
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