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This paper describes an experimental study that aims to obtain polymeric agarose
microfibers with magnetic inclusions, developed for biotechnological applications.
The study contemplates the control of the dimensions (length and diameter) of the
microfibers, the analysis of the way in which the NPMs of maghemite are
incorporated in the polymeric hydrogel and the type of confinement they present. In
the formation of the microfibres, the concentration of the aqueous phase in the
continuous medium, the concentration of surfactant and the application of roughness
with ferromagnetic coatings in the slide plates were tested. The methodological basis
is based on the work of Aldana et al. (2015). The results obtained after the
characterization through the use of optical techniques, showed that, with the
modification of the confinement system (O-ring of 2 mm) during the synthesis and
the application of roughness (50% HQ - Zeolite 50%), the microfibers had diameters
between 35 and 55 nm and lengths that reached a ratio of up to 88.5% with the
thickness of the O-ring.
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Resumen.

Este trabajo describe un estudio experimental que tiene como objetivo la obtencion
de microfibras poliméricas de agarosa con inclusiones magnéticas, desarrolladas para
aplicaciones biotecnoldgicas. El estudio contempla, el control de las dimensiones
(longitud y diametro) de las microfibras, el analisis de la forma en la que las NPMs
de maghemita se incorporan en el hidrogel polimérico y el tipo de confinamiento que
presentan. En la formacion de las microfibras se ensayo6 con, la concentracion de la
fase acuosa en el medio continuo, la concentracion de surfactante y la aplicacion de
rugosidad con recubrimientos ferromagnéticos en las placas portaobjetos. La base
metodoldgica se sustenta en el trabajo de Aldana y col. (2015). Los resultados
obtenidos luego de la caracterizacion mediante el uso de técnicas Opticas,
evidenciaron que, con la modificacion del sistema de confinamiento (junta torica de
2 mm) durante la sintesis y la aplicacién de rugosidad (50% HQ - Zeolita 50%), las
microfibras presentaron diametros entre 35 y 55 nm y longitudes que alcanzaron una
relacion de hasta un 88,5 % con el grosor de la junta tdrica.

Palabras claves: nanoparticulas, polimero, agarosa, maghemita, microfibras.
Introduccion.

En los dltimos afios han proliferado las aplicaciones biotecnoldgicas en las que se emplean
suspensiones coloidales en base a nanoparticulas magnéticas (NPMs). Esto se debe
fundamentalmente a la introduccién de una nueva variable de control externo (su
magnetismo) (Tartaj, Morales, Gonzélez-Carrefio, Veintemillas-Verdaguer, & Serna, 2005).
Por lo general, estas particulas son de éxido de hierro, cuasi-esféricas y de tamafio
superparamagnético; constituyendo por tanto ferrofluidos (Garcia-Cerda, Rodriguez-
Fernandez, Betancourt-Galindo, Saldivar-Guerrero, & Torres-Torres, 2003). En la mayoria
de las aplicaciones se requiere que las NPMs tengan un recubrimiento superficial que las
haga biocompatibles y no toxicas (Lin, y otros, 2012). Por ello, estan siendo incorporadas en
el seno de redes poliméricas, generalmente de agarosa (Bhat, Tripathi, & Kumar, 2010),
(Zamora Mora, Soares, Echeverria, Hernandez , & Mijangos, 2015).

La agarosa es un polisacérido formado por unidades repetitivas de agarobiosas ((1-3)-p-D-
galactosa y (1-4)-ligado 3,6-anhydro-a-1-galactosa). Es extraida de algas marinas y se la
considera como un polisacarido neutro que forma geles termorreversibles al enfriar (Zamora
Mora, Soares, Echeverria, Hernandez , & Mijangos, 2015). Este elemento presenta varias
ventajas sobre otros polimeros naturales: es facilmente maleable en diferentes formas v,
puede ser modificada quimicamente mediante el uso de proteinas, péptidos u otros agentes,
lo cual puede alterar sus propiedades biocompatibles, y en ciertos casos sus propiedades
mecanicas. Sin duda su caracteristica mas significativa es que, a diferencia de otros
polimeros, la agarosa es no biodegradable y por lo tanto puede ser utilizada a largo plazo, en
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caso que esto sea necesario (Dias, Hussain, Marcos, & Roque, 2011), (Lewitus, y otros, 2011)
, (Estrada Guerrero, Lemus Torres, Mendoza Anaya, & Rodriguez Lugo, 2010). Ademas, es
soluble en agua a temperaturas superiores a los 65 °C, dependiendo del grado de sustituciones
hidroxietilicas de sus cadenas laterales. Estas sustituciones se pueden modificar para que la
temperatura de gelificacion varie entre los 17 y los 45 °C (Ruiz Estrada, 2004).

Teniendo como antecedente principal el trabajo realizado por Aldanay col. (Aldana, Vereda,
Hidalgo-Alvarez, & de Vicente, 2016), sobre el desarrollo de un mecanismo sencillo para la
sintesis de microfibras magnéticas flexibles y, con el desarrollo de este trabajo, se pretende
profundizar en el control de parametros especificos de las microfibras, asi como en el
conocimiento de su estructura, mediante el uso de nuevos materiales y la variacion de ciertos
parametros fisicoquimicos. El objetivo principal de este trabajo fue controlar las dimensiones
(longitud y didmetro) de las microfibras magnéticas poliméricas.

Metodologia:

Las microfibras poliméricas magnéticas, se prepararon siguiendo la metodologia propuesta
por Aldana y col. (Aldana, Vereda, Hidalgo-Alvarez, & de Vicente, 2016). Esta consiste, en
el auto ensamblado de microfibras en presencia de un campo magnético de la fase magnética
de una dispersion coloidal (fase acuosa de una emulsion agua/aceite), lo que lleva a la
formacion de agregados lineales que logran ser permanentes mediante la formacion de una
red polimérica.

Con el objetivo de mejorar las caracteristicas de las fibras generadas por Aldanay col.(2016),
se realizaron cambios en la técnica. El cambio principal, consistié en sustituir el elemento
en el cual se coloca la emulsion al someterla al campo magnético. Es decir, en el proceso de
formacion de las microfibras se empled una estructura formada por 2 placas portaobjetos
separadas por una junta térica, las cuales estan sujetadas mediante ligas elésticas que ayudan
a mantenerlas unidas. Una vez concluida la homogeneizacion de la muestra, se coloco la
emulsion en el sistema de placas-junta térica, el cual previamente fue posicionado en
presencia del campo magnético. El proceso de formacion de las microfibras requirié de 4
minutos aproximadamente. Luego de este tiempo, se retird la muestra y se la sometio a un
proceso de gelificacidn (Ver Figura 1.). A continuacién, se realizo el lavado, almacenamiento
y posterior observacion.

Figura 1: Esquema de sintesis con estructura de placas portaobjetos-junta torica.

1. Preparacion de disoluciones, 2. Emulsion, 3. Sistema placas-junta torica en el
campo magnético, 4. Colocacion de emulsion y formacion de fibras, 5. Gelificacion
en presencia de campo magnético, 6. Lavado y visualizacién de microfibras.
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En la preparacién de las disoluciones, previo el proceso de homogeneizacion, se considerd
volimenes de 250 L, 500 pL y 1mL de fase acuosa en medio continuo, siendo el de 500uL,
el volumen empleado en el proceso de sintesis por ser mas efectivo. En el caso de la
concentracion de surfactante en el medio continuo, se realizaron pruebas tomando
concentraciones de 0,10%, 0,12% y 0,15%, llegando a determinarse que con el 0,15% se
obtienen mejores resultados dentro del proceso, siendo ésta la concentracion utilizada.

En el confinamiento de las microfibras, inicialmente se trabajé con juntas toricas de diverso
grosor: 1,8; 2,0; 2,5y 3,0 mm. Luego y segun la respuesta lograda durante los ensayos en el
proceso de formacion y crecimiento, es decir, por la relacién conseguida de la longitud de las
microfibras de acuerdo al grosor de la junta torica, se emple6 para el proceso de sintesis,
Unicamente la junta térica de 2 mm de grosor.

Con el objetivo de conseguir microfibras con longitudes similares al grosor de la junta térica
utilizada (confinamiento), se introdujeron niveles de rugosidad en las placas portaobjetos.
Para esto, se emple6 un elemento ferromagnético, hierro carbonilo y un elemento no
ferromagnético, zeolita. Con esto, también se buscé determinar si la presencia de rugosidad
evita la agregacion lateral de las NPMs y permite obtener microfibras més finas, con
longitudes mas largas y estructuralmente homogeéneas.

Para la caracterizacion de las microfibras se utiliz6 microscopia Optica y microscopia
electronica de transmision (TEM).

Resultados y discusion:

La sintesis de microfibras inicial fue realizada segun Aldana y col. (2016), esto es, utilizando
tubos de ensayo, con el fin de comparar los resultados luego de implementar el sistema de
placas portaobjetos y junta torica. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1: Dimensiones de microfibras sintetizadas en tubos y placas.

Resultados de longitud y didametro obtenidos al utilizar tubos de ensayo y placas conjunta
torica de diferente grosor.
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Media (um) um) % Desviacion  Media(um) ) % Desviacién
tubo muestra 1 769,9 553,9 2% 30,8 7,6 25%
tubo muestra 3 594,9 319,7 54% 33, 9,0 27%
tubo muestra 2 483,0 231,1 48% 34,5 11,6 34%
junta térica 1,8 mm 490,4 166,4 34% 26,5 6,6 25%
junta térica 2,5 mm 1083,1 407,0 38% 61,4 16,7 27%
junta toérica 3 mm 1414,3 503,9 36% 479 11,1 23%

Con la comparacion de la medida de longitud de las microfibras resultantes de la sintesis con
el uso del sistema de tubos de ensayo Y el de placas-junta térica, es claro que las obtenidas
con el segundo sistema, presentan un nivel méas bajo de desviacion en la longitud, con
porcentajes de 34, 38 y 36%. Mientras que, con el empleo de los tubos los valores tienen 72,
54 y 48% de desviacion. En las medidas del didmetro no se evidencia grandes variaciones.
Con estos resultados, se establece que el cambio de estructura realizado es adecuado.

Una vez determinada la eficiencia del sistema placas-junta torica y realizados los analisis
manejando volumenes de 250 y 500 uL, de la fase acuosa en el medio continuo, se obtuvieron
microfibras con didmetros de 44,90; 43,54 y 47,89 um para el caso de los 250 uL; con
grosores de junta térica de 1,8; 2,5 y 3 mm., respectivamente. Mientras que, con 500 pL se
obtuvieron didmetros de 33,39; 43,2 y 46,3 um. Al utilizar 500 L, los resultados de la
medida de longitud de las fibras presentan mayor similitud con el grosor de las juntas toricas.
Entonces el volumen mas adecuado de fase acuosa en el medio continuo fue el de 500 pL.
Esto se evidencia en la Figura 2.

n > 30 muestras

E 3000

2 2500 /
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&
]

Figura 2. Longitud de fibras al utilizar 250 y 500 uL de fase acuosa en medio
continuo, comparadas con el caso ideal.

Los resultados para la concentracién de 500 pL determinan que la separacion entre placas
influye fuertemente en la longitud final de las fibras, en este caso la distribucion estandar de
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las longitudes disminuye y la longitud promedio se acerca mas a la separacion entre placas,
esto se debe a la mayor concentracion de fase acuosa en la emulsion, que lleva a que las fibras
formadas sean en general més largas y lleguen a contactar con las dos superficies de las placas
porta objetos, logrando un confinamiento mas eficiente de las fibras. Se puede decir que el
didmetro de las fibras no depende de la separacion entre placas, esto sugiere que el grosor de
las fibras esta determinado por el tamafio de gota de la emulsion.

Logrando una adecuada concentracion de surfactante en el medio continuo se consiguio
estabilizar de mejor manera la emulsion y se logré mejores propiedades en las microfibras
resultantes. En ciertos casos, a bajas concentraciones se presento la formacion de agregados
irregulares, y con concentraciones altas no se llegé a formar fibras. Se probé oncentraciones
de 0,8%, 0,10%, 0,12% y 0,15% de poliglicerol polirricino oleato en aceite de girasol. Se
pudo evidenciar que la concentracion de 0,8%, forma agregados muy grandes que no
permiten el andlisis. Con esto se determind que la concentracion de 0,15% presenta una
mejor relacién longitud-diametro y un nivel mas bajo de desviacion, lo que es dptimo para el
control de estos parametros en las microfibras sintetizadas.

El desarrollo de este anélisis, fue importante, puesto que el uso de surfactantes y su adecuada
concentracion en el medio continuo, permite obtener emulsiones estructuralmente mas
estables (Wulff-Pérez , Martin-Rodriguez, Gélvez-Ruiz, & de Vicente, 2013 ), lo que se
considera relevante al momento de formar microfibras a partir de emulsiones
ferromagnéticas.

Sobre esto, Song y colaboradores (Song , King, Yoon , Cho, & Jeong, Enhanced spinnability
of narbon nanotube fibers by surfactant addition, 2014), mencionan que el empleo de
surfactantes reduce la aglomeracidn de particulas de hierro durante una sintesis, y con ello se
logra una mejor perfeccion cristalina y menor diametro en las muestras obtenidas.

Los resultados de las fibras sintetizadas con la incorporacién de rugosidad en las placas, se
presenta en la Tabla 2. Al utilizar rugosidad de 50% HQ-Zeoita se obtuvieron microfibras
con un 88,5% de relacion longitud-grosor de la junta, con desviacion de 9,7%, lo que nos
permite determinar que la presencia de elementos con niveles magnéticos en las paredes de
las placas, genera un efecto positivo al momento de la agregacion y formacién de las fibras.
En general, se logra incrementar la agregacion de las NPMs debido al aumento de
polarizacién magnética que producen los elementos utilizados.

El didmetro presenta un valor medio de 41,29 um con un 19,6% de desviacion,
considerandose aceptable puesto que las dimensiones no difieren en gran medida con las
obtenidas en las otras muestras.

Tabla 2. Dimensiones de microfibras preparadas en presencia de rugosidad.
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Longitud Diametro
Media Desv. % de Relacmn. Iongltl,Jd._ Media Desv. % de
Muestra L grosor de junta torica L
(um) Est. variacion > mm (um) Est. variacion
100% HQ 1439,9 208,2 14,5% 72,0% 44,7 8,2 18,3%
50% HQ - Zeolita50%  1770,0 1715 9,7% 88,5% 41,3 8,1 19,6%
20% HQ - Zeolita80%  1618,4 197,1 12,2% 80,9% 459 9,0 19,7%
Zeolita 100% 1597,8 152,7 9,6% 79,9% 30,2 5,4 17,8%

Las fibras no lograron obtener longitudes que se aproximen al 100% del grosor de la junta
torica, lo cual se asocia a la variacion de temperatura, lo que generd cambios en el volumen
del gel de agarosa. Inicialmente las muestras se encuentran a 90 °C, luego a temperatura
ambiente mientras son sometidas al campo magnetico y durante la gelificacion llegan hasta
los 0 °C. Se examino6 un gel de agarosa-agua y otro de agarosa-ferrofluido, obteniendo un
cambio en su tamafio de 7,5% y 21.4% respectivamente. Con el anélisis se puede asegurar
que el gel se contrae al disminuir la temperatura del sistema, atribuyéndolo a la evaporacién
del agua superficial que se da a temperaturas entre 25 y 80°C (Cortés, Puig, Morales , &
Mendizébal, 2011).

Pudiendo decir que, debido a la naturaleza polimérica del hidrogel empleado (agarosa), las
fibras se contraen cuando se baja la temperatura del sistema para forzar la gelificacion del
polimero, lo que representaria diferencias en torno al 15% en la longitud de las microfibras
al momento de ser sintetizadas, este resultado se puede comparar al presentado por Zamora
y col. (Zamora Mora, Soares, Echeverria, Herndndez , & Mijangos, 2015).

Las muestras fueron observadas con el uso de microscopia 6ptica, mientras que el estudio de
la incorporacion de las particulas de maghemita, se realizd6 mediante microscopia de
transmision (TEM). Con esta Gltima, se analiz6 la distribucion de las particulas de
maghemita en el gel de agarosa. Las imagenes fueron tomadas con resolucién de 100 y
200nm (Figura 3), donde podemos ver la distribucion homogénea.

En base a estudio se determind la distribucién espacial y el tipo de confinamiento que
presentan, las imagenes nos permiten evidenciar que la distribucion de las particulas de
maghemita en la red polimérica (agarosa) es homogénea, debido basicamente a la formacion
de enlaces entre las NPMs y los correspondientes grupos funcionales presentes en la
superficie del gel (Ilg, 2013).

Figura 3. Distribucion de maghemita en el gel de agarosa. a) 200nm, b) a 100nm.
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La microscopia Optica, permitié observas microfibras a 40X. Con esto se logra evidenciar la
estructura de las mismas, las cuales presentan terminacion aparentemente en punta segun lo
presentado en la figura 4.

Figura 4. Microfibras en microscopio éptico 40X.

De manera general se puede decir que las microfibras obtenidas con dimensiones
practicamente controladas, presentan mejores propiedades en comparacion con suspensiones
magnéticas esféricas sintetizadas bajo las mismas condiciones. La forma alargada y sobre
todo el hecho de mantener incrustadas NPMs (maghemita) en su superficie, puede aumentar
las posibilidades de ser usadas en &mbitos bioldgicos (Bossis, Marins, Kuzhir, Volkova, &
Zubarev, 2015).

Conclusiones

e La eleccidon de la estructura formada por placas portaobjetos y junta térica para
realizar el confinamiento del proceso de crecimiento de las microfibras, se considera
acertada, pues hemos obtenido dimensiones méas controladas. Por otro lado, es un
sistema barato y sencillo, caracteristicas importantes al momento de utilizarlo.
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e De manera general, y en base a los resultados obtenidos podemos decir que las
microfibras presentan dimensiones practicamente controladas, y sus propiedades han
mejorado notablemente. La forma alargada y sobre todo el hecho de mantener
incrustadas NPMs (maghemita) en su superficie, puede aumentar las posibilidades de
ser usadas en diversos ambitos (Lin, y otros, 2012; Bossis, Marins, Kuzhir, Volkova,
& Zubarev, 2015).

e Es importante realizar estudios futuros que permitan analizar mediante técnicas
instrumentales mas sofisticadas, los procesos de incorporacion de las particulas de
maghemita al hidrogel polimérico, su distribucion espacial y el tipo de confinamiento
que presentan.
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