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RESUMEN. Las microesferas magnéticas encuentran diversas aplicaciones en medi-
cina y biotecnologia corno portadores magneto-dirigibles de farmacos y en la separa-
¢ién y aislamiento de objetos bicldgicos, entre otros. La ventaja del empleo de las
particulas magnéticas para este tipo de separaciones consiste en la disminucién del
tiempo empleado en ellas y en la facilidad para su aislamiento mediante un iménuna
vez concluido el proceso. Se presenta un método de obtencién de microesferas mag-
néticas de poliestireno utilizando una emulsién miltiple agua-en aceite-en agua. En
este método la fase acuosa interna consiste en una dispersion coloidal de particulas de
magnetita superparamagnéticas; la fase oleosa se compone de poliestireno disuelto
en diclorometano y la fase acuosa externa es una disolucion de alcohol polivinilico en
agua. Se evidencia que las condiciones de obtencitn tales como la concentracién de
magnetita enlafase acuosainterna yla cantidad de disolvente vol4til en la fase dleosa
tienen una marcada influencia sobre la eficiencia de encapsulacién y las dimen-
siones de las microesferas. Las microesferas de poliestireno obtenidas contienen
la magnetita dispersada dentro de la matriz polimérica, por 1o que conservan su
caracter superparamagnético, Caleulos basados en la curva de magnetizacion ini-
cial indican que las particulas de magnetita contenidas en las microesferas tie-
nen un tamano promedio semejante al del ferrofluido de partida (D, = 6,4 nm).

ABSTERACT. Magnetic microspheres have diverse applications in medicine and
biotechnology as a magnetic carriers of drugs, and in the separation and isclation.
of biclogical objects. The advantage of these magnetic employed particles in this
kind of separation processes consists of the decrease of employed time and in the
easy way for their isolation by means of a rnagnet when the process has finished.
A method for obtaining magnetic polystyrene microspheres using a water-in oil-
water multiple emulsion is presented. In this method the inner agqueous phase con-
sists of a colloidal dispersion of superparamagnetic magnetite particles; the oil phase
is composed of polystyrene dissolved in dichloromethane and the external aquecus
phase is a solution of polyvinyl alcohol in water. It was evidenced that the preparation
conditions, such as the magnetite concentration in the inner aqueous phase and the
amount of volatile solvent in the oil phase have a marked influence on the encapsula-
tion efficiency and the microsphere dimensions. The polystyrene microspheres ob-
tained contained the magnetite dispersed inside the polystyrene matrix thus retain-
ing its superparamagnetic character. Calculations based on the initial magnetization
curve indicate that the magnetite particles contained in the microspheres have
an average size similar to that of the starting ferrofluid (D, = 6.4 nm).

Correspondencia:
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INTRODUCCION

Las microesferas magnéticas en-
cuentran diversas aplicaciones en
medicina y biotecnologia como por-
tadores magneto-dirigibles de far-
macos! ¥ en la separacién y aisla-
miento de ocbjetos biolégicos,? entre
otros. La ventaja del empleo de las
particulas magnéticas para este tipo
de separaciones consiste en la dis-
minucién del tiempo empleado en
ellas y en la facilidad para su aisla-
miento mediante un iman una vez
concluido el proceso, a diferencia de
las pariiculas no magnéticas, que
necesitan ser aisladas por centrifu-
gacién.® Estas consisten fundamen-
talmente en particulas de magneti-
ta (Fe,0,) o maghemita (yFe,Q,)
superparamagnéticas que se en-
cuentran dispersas dentro de una
matriz polimérica de forma esférica.
Eltamafio de estas microesferas sue-
le variar grandemente en dependen-
cia de la aplicacidn parala cual han
sido disefiadas, yendo desde las di-
mengiones coloidales (latex magné-
tico) hasta varios milimetros. Como
matriz polimérica se han utilizado
tanto polimeros naturales como sin-
téticos, para producir superficies con
diferentes caracteristicas, desde la
superficie hidréfoba del poliestireno
hasta superficies modificadas con
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grupos funcionales como el carboxi-
lo 0 amino.

Los latex magnéticos se pueden
obtener por polimerizacién en emul-
sién en presencia de un fluido ferro-
magnético? o por formacién de las
particulas de magnetita o maghe-
mita in situ, dentro de las particulas
de latex. En esta Giltima variante, el
método desarrollado por Ugelstad
permite obtener una distribucién de
tamanos de las particulas de latex
extremadamente uniforme, lo que
las hace ideales para su aplicacién
en pruebas de aglutinacién ®

Otras formas de recubrimiento
utilizadas consisten en la adicién,
gota a gota, de una disolucién del
polimero que servird de matriz aun
medio precipitante donde estan dis-
persas las particulas de magnetita,
o por goteo de una disolucién del
polimerc con la magnetita dispersa,
sobre el medio precipitante. Estos
dos Gltimos métodoes se han utiliza-
do con polimeros naturales solubles
en agua, como la albumina,? la
dextrana’ v el almidén,? entre otros.

El presente trabajo tuvo como
objetivo explorar una via alternati-
va para atrapar las particulas de
magnetita dentro de una matriz de
un polimere hidréfobo: la encapsu-
lacién de magnetita en poliestireno
utilizando una modificacién del mé-
todo de emulsién multiple agua-en
aceite-en agua (W/OYW,? donde la
fase acuosa interna contiene el
ferrofluido v la fase olevsa contiene
el poliestireno disuelto en dicloro-
metano.

PARTE EXPERIMENTAL

Se empled magnetita superpara-
magnética {didmetro promedio 6,4 nm)
estabilizada con acido oleico (ligui-
do magnético) obtenida en el labo-
ratoric.' El poliestireno utilizado se
obtuvo a partir de latex comercial
(MULTILATEX) producido en el
Centro de Biomateriales. Se empled
diclorometano de la firma Riedel de
Haén y NaOH (Merck). El alcohol
polivinilico (PVA, PM = 14 000, gra-
do de hidrdlisis de 98,5 a 100 %) se
utilizé como es surninistrado (BDH).

Preparacion de las microesferas
magnéticas de poliestireno

Las microesferas magnéticas de
poliestireno se prepararcon utilizan-
do el métodoe de evaporacién-extrac-
cidn del disolvente, a partir de una
ernulsion miltiple agua-en aceite-en
agua (W/OYW. '

Auna masa determinada de -
quido magnético se le adicionan
3 mlL de NaOH acuoso para formar

una dispersién coloidal estable delas
nanoparticulas de magnetita estabi-
lizadas en agua a la que se le adicio-
na 0,1 g de trioleato de sorbitol
(SPAN-85). A continuacién, se le afia-
de una disolucién de 1 g de poliesti-
reno en diclorometano, con agita-
cidn vigorosa (8 000 r/min, en Ultra-
turrax) durante 5 min, para dar lu-
gar a la emulsién primaria de agua-
en aceite (W/O). Esta emulsién se
gotea lentamente sobre una disolu-
cidn acuosa de PVA al 4 % con agita-
cién a 300 r/min, para dar lugar asi,
a la emulsién mltiple agua-en acei-
te-en agua, (W/Q)/W. El sistema se
mantiene durante 24 h con agitacién
para eliminar el disolvente por eva-
peoracion. Las microesferas obteni-
das se lavan varias veces con agua
destilada y se secan en la estufa a
70 °C . Las microesferas sélidas flu-
yen libremente (Tabla 1).

Caracterizaciéon de las microesferas

El contenido de magnetita de las
microesferas se determiné como si-
gue. Se depositéuna cantidad deter-
minada de muestra en un crisol pre-
viamente tarado y se colocé en una
mufla a 900 °C durante 2 h . Se dejo
enfriar y se pesd. Este ciclo se repi-
t16 hasta peso constante. Ei cilculo
asume gque el residuo es nicamen-
te éxido férrico producto de la oxidacién
de la magnetita* Asi, el contenido de
magnetita en la muestra se determi-
na a partir de la cantidad de 6xido
férrico obtenido segtn la reaccién:

2F0,, +%0,, - 3Fe0

48} Z(g) 2735}

Para determinar la distribucién
de tamanos de las microparticulas de

poliestireno cada muestra se tamizé
en seco, emnpleando para ello tami-
ces de 0,63 v .5 mm de didmetro de
poro. De esta forma, se obtienen tres
fracciones: una mayor de 0,63 mm,
una menor de 0,5 mm ¥y otra con un
intervalo de dimensiones mayores
de 0,5 mm y menores de 0,63 mm .

Lias mediciones magnéticas se
hicieron empleando un magneté-
metro vibracional VSM (OXFORD),
Modelo 301 con un campo ragnéti-
coméximode 1,6 Ty sensibilidad de
10% emnu. Las mediciones se realiza-
ron a temperatura ambiente, utili-
zando un paso de 2 OE para el barri-
do de campo en el origen de la curva
inicial de magnetizacién.

Las imagenes de microscopia
electrénica se obtuvieron mediante
un equipo Hitachi H-7000. Para rea-
lizar las observaciones de transmi-
sién se hicieron cortes finos, entre
50y 60 nm de grosor, alas particulas
incluidas en una resina. Estos cor-
tes se colocaron en una rejilla de co-
brey se contrastaron con acetato de
uranilo y citrato de plomo. Las ob-
servaciones se realizaron utilizando
un voltaje de aceleracién de los elec-
trones de 75 kV .

RESULTADOS Y DISCUSION

El método de emulsidn miltiple
agua-en aceite-en agua (W/O)YW ha
sido utilizado ampliamente para la
entcapsulacién de farmaeos solubles
en agua.’! En este trabajo, la magne-
tita a encapsular se encontraba
estabilizada con &cido oleico. En
medio bésico, estas particulas se dis-
persan facilmente en agua, forman-
do una dispersion coloidal muy es-

Tabla 1. Condiciones experimentales empleadas en las experiencias de emul-

sién (W/O)/W.
Experiencia Liquido magnétice 19,2 %  Diclorometano Disolucién de PVA 4 %
&) {(mLy (mL)
A 0,25 20 125
B 0,50 20 125
C 0,75 20 125
D 0,80 30 188
E 0,80 40 250

Tabla 2. Distribucién de tamarios de las microesferas obtenida por tamizado.

Experiencia > 0,63 mm 0,63 > D> 0,5 {mm) < 0,5 mm
{%o)
A 5,11 5,47 89,42
B 35,37 21,51 43,12
C 25,25 24,21 50,54
D 4,64 3,58 91,78
E 14,58 455 85,99
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table, por lo que a los efectos del
método de encapsulacién, puede ser
tratada como la fase acuosa interna
en el método de emulsién multiple
(W/O)YW.

Los tamarios de las particulas de
polimero preparadas por el método
(W/O)YW, asi como la eficiencia de
encapsulacion dependen grande-
mente de las condiciones de obten-
cidn, tales como la relacién de voli-
menes entre ias fases, las concentra-
ciones de la sustancia a encapsular
y del surfactante y la velocidad de
agitacién entre otras.’ En las expe-
riencias realizadas la relacién entre
los volimenes de las fases olecsa y
acuosa externa fue siempre de 0,16.

Latabla 2 muestrala distribucién
de tarnafios de las microesferas ob-
tenidas en las distintas condiciones
experimentales utilizadas, las cuales
se han indicado anteriormente. En
lag experienciasdela AalaC, enque
86lo varia la cantidad de magnetita
en la fase acuosa interna, se aprecia
gue mientras menor es el contenido
de magnetita de la fase acuosa inter-
na menor es el tamario de las parti-
culas. El volumen del disolvente del
polimero tarmbién tiene un efecto
importante sobre el tamano de las
particulas, pues al aumentar el vo-
lumen de diclorometano, disminuye
el tamano de lag microesferas.

Cabe sefialar agqui que las mi-
croesferas obtenidas (Tabla 3) mos-
traron todas una respuesta adecua-
da al imén, lo que facilité su purifi-
cacion, la cual pudo efectuarse por
decantacién mediante un imén dela-
boratorio.

Se aprecid (Tabla 3) que la efi-
ciencia de encapsulacidén resulta
baja, pero es superior en las expe-
riencias con mayor contenido de
magnetita en la fase acuosa interna
{ A—>C). Sin embargo, al aumentar el
volumen de disolvente del polimero
(C—E) disminuye considerablemen-
te la eficiencia de encapsulacién.
Esto ultimo puede estar vinculado
con la menor viscosidad de la diso-
lucién del polimero. Resultados si-
milares se han obtenido por diferen-
tes autores al realizar la encapsula-
cién de farmacos solubles en agua
por este método. Es decir, se ha re-
portado que al aumentar la relacién
farmace/polimero aumenta la efi-
ciencia de encapsulacién, vy que esta
disminuye al aumentar la cantidad
del disclvente volatil.t _

En la imagen de microscopia
electrénica de transmision realizada
a un corte transversal de una de las
microesferas (Fig.1) se apreciaron
como puntos negros las particulas de

Tabla 3. Rendimiento, Fe O, (%} y eficiencia de encapsulacién de las experien-

cias realizadas.

Experiencia Rendimiento Contenido de Fe,0, Eficiencia de
encapsulacién
(%)

A 81,0 0,8 17,0

B 82,3 49 51,1

c 81,6 84 445

D 83,0 29 18,8

E 825 20 131

Fig. 1. Foto de microscopia electronica de transmisidn de un corte transversal de una

micropartdcula de poliestireno magnética.

magnetita ocluidas dentro de la ma-
triz polimérica. L.0s tamanos de las
particulas de magnetita de las mi-
croesferas fueron medides por com-
paracién con patrones esféricos de
oro de 5 nin de didgmetro. Estas me-
diciones indicaron que las particu-
las tienen un tamafio aproximade de
5a 8 nm . En el caso de 1as microes-
feras poliméricas rmagnéticas, los la-
zos de histéresis ohtenidos revelan
una baja histéresis magnética, prac-
ticamente igual que en el caso del
liquido magnético de partida, lo que
evidencia que e] comportamiento de
las particulas magnéticas en el inte-
rior de la matriz polimérica debe ser
muy similar al que tenian en el li-
quido magnético (Fig. 2). El compor-
tamiento fue similar para todas las
muestras.

Célceulo de los tamanos de particu-
las de magnetita

El método de célculo empleado
para determinar los tamafios de par-
ticulas de magnetita se desecribe de-
talladamente en otro lugar.!® En
esencia se basa en considerar que el

comportamiento de las particulas de
magnetita frente a un campo mag-
nético externo se puede describir por
la ecuacidn de Langevin®

MM, = L{& =coth(d-1/& (1)

donde:

M magnetizacién para un valor de
campo dado.

M, magnetizacién de saturacién,

§ = puB/KT

b momento magnético de la parti-
cula,

H campo externo.

k constante del Boltzmann.

T temperatura absoluta.
El momento magnético de la par-

ticula se puede expresar como:

' u=VM

donde:

V volumen de la particula.

M, magnetizacién espontinea a la
temperatura T de la sustancia fe-
rro (o ferri) magnética que forma
la particula.

Comeo se puede apreciar, la de-
pendencia M(H) es una furicién de]
volumen de las particulas. Como pri-
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Fig. 2. Curva de magnetizacion donde se observa el lazo de histéresis para lo muestra D.
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Fig. 3. Curva de distribucion de tamafios de particulas por didmetros de las muestras

DyE

mera aproximacion, se asume que el
sistema egtd compuesto por particu-
las esféricas no interactuantes, con
una funcién de distribucion de dia-
metros determinada f{D). Asi, enun
sistema compuesto por N, particu-
las, el niimero de ellas cuyos didme-
tros se encueniranentre Dy I + dD
vendra dado por

dN = N f(D)dD

51 el sistema cumple un compor-
tamiento Langeviano,

_m =no ﬂ
= [aM = [dNuLGZ) (@)

donde:

p=VM_ = (rDFE)M,

Para campos pequefios {aproxi-
madarnente cerca del origen de la
curva de magnetizaeion inicial), L (€)
= £/3. Entoneces

MOVH

My = IN{,f(D)dD(MOV)( ) (3

[N oM 7 [ fid)v? dD] @
3kT &

gue muestra que independiente-
mente del tipo de distribucién exis-
tird una dependencia lineal entre M
¥ H cerca del origen v que s6lo cam-
biari el valor de la pendiente al cam-
biar f (D).

Elvalordef = M VH/kT para par-
ticulas nanomeétricas de magnetita
con M, = 460 emu/cm?, a temperatu-
ra ambiente y valores de H > 8 000
Oe es superior a 3, con lo que se pue-
de suponer como vilida (cerca de la
saturacién para todos los valores del
diametro) la aproximacién L), , . »
1 - 1/&, por lo que se puede escribir:

dM = N AD)M V(1 -kT/M VH)dD (5)
de donde se obtiene que:
M(H) = Ms -NKT (I/H) (6)

con a1 - N,M, | ADV(D)D  (T)
0

de donde resulta que una gréifica de
M(H) f (1/H) para pequefos valores
de H da una linea recta de intercep-
to igual a Ms y pendiente igual a
NkT

Se ha podido comprobar!* que
una magnifica aproximacién seria
considerar que la distribucién de
didgmetros de las particulas se pue-
de expresar mediante una distribu-
cidén logaritmica normal en la forma:

D) = in? (D/Do)

DJ—erp { ) (B

donde:

D, didmetro medio de las particu-
las.

o desviacion estandar de la distri-
bucién.

Introduciendo la ecuacién 8 en 4
v 6 se puede calcular a partir de ia
pendiente en el origen y la tenden-
cia a la saturacién en la curva virgen
de magnetizacién experimental los
valores de D, y o que caracterizan la
distribuciéon de tamafios de las par-
ticulas, as{ como el valor de N_.

La figura 3 muestra las distribu-
ciones de tamafos de las particulas
de magnetita segiin su didmeiro,
atrapadas dentro de las microesferas
de las experiencias D y E de 1a tabla
1, obtenidas segin se ha deserito.
Los valores de D, y ¢ fueron calcula-
dos a partir de la curva inicial de
magnetizacién entre 0 ¥y 16 Oe en
todos los casos, ¥ para la tendencia
de saturacion a partir de los 6 800 Qe
(Tabla 4).

Fl hecho de que los pardmetros
de la distribucidn obtenidos difieran
muy poco de los del liquido magné-
tico de partida muestra que no se
producen cambios sustanciales en la
distribucién de tamafios de las par-
ticulas de magnetita debido a su
encapsulacidn, por lo que estas se en-
cuentran dispersas dentro de la matriz
polimérica, manteniendo asi, su com-
portamiento superpararnagnético.

CONCLUSIONES

Utilizando un método de emul-
sién miltiple (W/O)W es posible ob-
tener microesferas magnéticas de
poliestireno sin que ¢l recubrimien-
to polimérico afecte el comporta-
miento superparamagnético de la
magnetita. E]l tamafo de las microes-
feras y la eficiencia de encapsulacién
dependen fuertemente de factores
experimentales tales como el conte-
nido de magnetita en la fase acuosa
internay la concentracién de polies-
tirenio en la fase oleosa, aunque en
todos los casos, se obtiene una am-
plia distribucién de tamanios,
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