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RESUMEN

Los biopolimeros biodegradables han Ilamado mucho la atencién de los cientificos de la
ingenieria biomédica debido a sus propiedades y aplicaciones. Entre los polimeros
biodegradables mas comunes estan el poli (acido lactico) (PLA), el poli (acido glicolico)
(PAG), vy el poli (3-hidroxibutirato) (PHB). Este Gltimo es un poliéster biodegradable,
termopléstico, obtenido microbiol6gicamente. Es valorado como material estratégico por
ser de origen de fuente renovable, e importante para usar en el campo médico, como
matriz para la liberacion de farmacos y en ingenieria de tejidos. El uso del PHB esta
limitado actualmente por su costo, el cual es alrededor de cuatro veces méas que el del
polipropileno (PP), su inestabilidad térmica, su fragilidad y por su moderada
hidrofobicidad, por lo que se hace necesario estudiar su modificacion quimica. En este
trabajo se modifica el PHB con el injerto de monomeros hidrofilicos para mejorar las
propiedades hidrofilicas del biomaterial. Se utilizaron monémeros tipicos tales como el
acetato de vinilo (VAc), alcohol vinilico (VA), metacrilato de butilo (BuM), &cido
metacrilico (MA), y la acrilamida (AAm). Luego se realizaron estudios para determinar
los cambios en la estructura y propiedades de los nuevos materiales obtenidos. Para la
sintesis de los nuevos materiales se escogié el método de copolimerizacion por injerto
radio-inducido por radiaciones gamma de ®° Co (irradiacién simultanea) por sus ventajas.
El estudio implico la sintesis de los copolimeros, su caracterizacion fisico-quimica y el
estudio de las propiedades hidrofilicas de los materiales. La estructura de los nuevos
materiales obtenidos fue verificada con las técnicas de Resonancia Magnética Nuclear

(RMN), Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR), Analisis Termo-gravimétrico



iii
(TGA), Calorimetria Diferencial de Barrido ( DSC), Difraccién de Rayos X ( DFRX) ,
entre otras. En la mayoria de los casos se realizé un estudio del efecto del disolvente en
la copolimerizacion por injerto radio-inducido de los mondmeros seleccionados en el
PHB. Los resultados obtenidos indican que en todos los casos fueron obtenidos
copolimeros por injerto de los diferentes mondmeros utilizados, los cuales tienen
diferente composicion quimica de acuerdo con las condiciones de reaccion utilizadas en
cada caso. Se observaron picos de desdoblamiento en la temperatura de fusion de los
copolimeros por injerto obtenidos los cuales son probablemente causados por re
cristalizacion del copolimero. Es decir, la introduccion de grupos hidrofilicos en el PHB
dificulta su cristalizacion disminuyendo el grado de cristalinidad del material. Los
resultados indican que al realizar el estudio de hinchamiento en agua de los copolimeros
por injerto obtenidos, el porciento de hinchamiento de los materiales se incrementa con
respecto al PHB. Por lo tanto, las modificaciones quimicas realizadas mejoran las
caracteristicas hidrofilicas del PHB, incrementando en todos los casos la hidrofilicidad.
La posibilidad de utilizar algunos de los nuevos materiales obtenidos para darle una
aplicacion practica es prometedora. Se escogié uno de los materiales (P (HB-g-VA)) y se
identificd una posible aplicacion en el campo de la Ingenieria Biomédica, mediante la
sintesis de un sistema avanzado de liberaciéon controlado de drogas, en forma de nano

esferas (ADS).
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CAPITULO 1. INTRODUCCION



1.1  INTRODUCCION

Los polihidroxialcanoatos (PHAS) son biopolimeros comdnmente producidos por
bacterias. Estos pueden ser producidos por algunos microorganismos por acumulacion
como reserva de carbono y energia, en condiciones de limitaciones nutricionales en el
medio. Estos materiales poliméricos han cobrado gran importancia y han llamado la
atencion de los investigadores de la biologia, la medicina y la ingenieria biomédica debido
a su amplia posibilidad de aplicacién. Por ejemplo, pueden ser utilizados reemplazando
otros materiales , que actualmente se han convertido en un serio problema de
contaminacion ambiental debido a su lenta degradabilidad; se han utilizado en la
ingenieria de tejidos , implantes médicos, el disefio de nuevos sistemas de liberacion
controlada de drogas, disefio de nuevos materiales , suturas , productos de higiene
plataformas de crecimiento de células , biocombustibles, empaques de larga y corta
duracidn e injertos utilizados en medicina.

El poli (3-hidroxibutirato) es el primer miembro de la familia de los polihidroxialcanoatos.
Este ultimo es un poliéster biodegradable, termopléstico, obtenido microbiol6gicamente.
Es valorado como material estratégico por ser de origen de fuente renovable, e importante
para usar en el campo biomédico, como matriz para la liberacion de farmacos y en
ingenieria de tejidos. El uso del PHB esta limitado actualmente por su costo, el cual es
alrededor de cuatro veces mas que el del polipropileno (PP), su inestabilidad térmica, su
fragilidad y por su moderada hidrofobicidad. Esta ultima limitacion en particular puede
ser un inconveniente para sus aplicaciones por lo que se hace necesario estudiar su

modificacion quimica.



Una contribucidn a la solucién de este problema significaria un aporte cientifico novedoso
y de utilidad practica. Por lo expuesto anteriormente es que en este trabajo se traza como
objetivo general:
a) Obtener nuevos materiales poliméricos a partir de la modificacion del PHB con el
injerto de mondmeros hidrofilicos.
Para ello se trazan como objetivos especificos:
b) Sintetizar copolimeros por injerto a través de reacciones de copolimerizacion por
injerto inducida por radiaciones gamma.
c) Realizar la caracterizacion quimica fisica de los nuevos materiales obtenidos y
estudiar sus propiedades hidrofilicas.
Para la obtencion de los nuevos materiales, se utilizaron mondmeros tipicos tales como el
acetato de vinilo (VAc), alcohol vinilico (VA), metacrilato de Butilo (BuM), &cido
metacrilico (MA), y la acrilamida (AAm).
Se utilizé la técnica de copolimerizacion radio-inducida para la obtencion de los nuevos
materiales. Para los experimentos de radiacion se utilizaron diferentes condiciones
experimentales, variando diferentes parametros como: la relacion del peso monémero
/polimero, el estado fisico de las muestras, el disolvente, la dosis de radiacion, la tasa de
dosis de radiacion, el tiempo de exposicion a la radiacion etc.
Las sintesis de los copolimeros se realizaron por el método de irradiacion simultanea, por
sus ventajas, ya que este es el método mas simple para la preparacion de copolimeros por
injerto. En éste método el polimero es irradiado en presencia del mondémero en
condiciones de alto vacio. EI método escogido es apropiado debido a que pueden

obtenerse biomateriales de alta pureza y no se necesitan catalizadores o iniciadores.



Ademas, por la alta energia de las radiaciones gamma pueden ser preparados nuevos
materiales a bajas temperaturas, evitando el uso de altas temperaturas.

Las sintesis de los copolimeros por injerto de monoémeros hidrofilicos en el PHB se
realizaron con una fuente de ® Co. Los productos de la reaccion fueron purificados por
lavado en soxhlet con diferentes disolventes, en relativamente extensos periodos de
tiempo, para eliminar los homo-polimeros y residuos colaterales de la reaccion, debido a
que el uso de ésta técnica de sintesis implica la obtencion de un sinnumero de
subproductos, lo que se hace necesario un exhaustivo procedimiento de purificacion antes
de la realizacion de las técnicas de caracterizacion.

La estructura de los nuevos materiales obtenidos fue verificada con las técnicas de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), Raman, Infrarrojo por Transformada de Fourier
(FTIR), Analisis Termo-gravimétrico (TGA), Calorimetria Diferencial de Barrido ( DSC),
Difraccion de Rayos X ( DFRX) , entre otras. En la mayoria de los casos se realiz6 un
estudio del efecto del disolvente en la copolimerizacion por injerto radio-inducido de los
mondmeros seleccionados en el PHB.

Los resultados de la tesis estan relacionados con las diferentes sintesis de los copolimeros
por injerto mediante las reacciones de copolimerizacion por injerto radio-inducido, su
caracterizacion fisico-quimica, el estudio de hinchamiento y el uso de uno de los
materiales para su aplicacion en el area de la Ingenieria Biomédica, lo que constituye su
aspecto de mayor novedad y relevancia.

Los estudios obtenidos indican que las cadenas de los monomeros utilizados se
introducen por copolimerizacion por injerto inducido por radiaciones gamma en el

sustrato PHB, obteniéndose copolimeros por injerto, los cuales tienen diferente



composicion quimica de acuerdo con las condiciones de reaccion y el tipo de monémero
estudiado.

De forma general, se observaron picos de desdoblamiento en la temperatura de fusion de
los copolimeros por injerto obtenidos los cuales son probablemente causados por
recristalizacion del copolimero. Es decir, la introduccion de grupos hidrofilicos en el PHB
dificulta su cristalizacién disminuyendo el grado de cristalinidad del material.

Los productos obtenidos mostraron tendencia a mejores propiedades hidrofilicas que el
PHB de partida, lo que se evidencia en una mayor absorcién de agua en los experimentos
de hinchamiento. Por lo tanto, las modificaciones quimicas realizadas mejoran las
caracteristicas hidrofilicas del PHB, incrementando en todos los casos la hidrofilicidad.

La posibilidad de utilizar algunos de los nuevos materiales obtenidos para darle una
aplicacion practica es prometedora. Se escogié uno de los copolimeros sintetizados (P
(HB-g-VA)) y se identificO una posible aplicacion en el campo de la Ingenieria
Biomédica, mediante la sintesis de un sistema avanzado de liberacion controlado de
drogas, en forma de nano-esferas (ADS). Estos resultados constituyen un paso de avance

en la busqueda de aplicaciones practicas para los materiales obtenidos.
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REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1 Aspectos fundamentales de los polimeros.

Los polimeros son tan antiguos como la existencia de la vida. Su significado proviene
del griego “poli” que significa muchos y “mero” que significa parte o segmento. De
manera que todas las sustancias macromoleculares, ya sean naturales o sintéticas, se
producen por reacciones de polimerizacion a partir de moléculas méas pequefias llamadas
mondmeros, que unidas a otros mondmeros, por medio de enlaces quimicos, producen los
polimeros. Ejemplos de mondmeros y polimeros son: a) Los aminoacidos son los
mondmeros de las proteinas y b) los &cidos grasos son los mondémeros de los lipidos. (1)
2.1.1 Propiedades caracteristicas de los polimeros.

Las propiedades de los materiales poliméricos provienen de su naturaleza macromolecular.
Es decir, factores como la masa molecular y la estructura del polimero definen sus
propiedades. De forma general, las propiedades méas notables de los polimeros son a) La
baja conductividad térmica , b) El bajo peso especifico (g/cm™®), ¢) Tienen buenas
propiedades dieléctricas d) Poseen buena resistencia a los reactivos quimicos agresivos e)
En su mayoria no son inflamables f) Son excelentes aislantes acusticos y térmicos f) El
procedimiento de elaboracién y moldeo es relativamente econémico y g) Sus propiedades
varian , en un amplio rango, de acuerdo a variacion de la organizacion estructural. Estas
propiedades son generales ya que cada polimero no las posee de forma simultanea sino
que tiene caracteristicas particulares. Los polimeros son sustancias poli-dispersas, en un
mismo material, sus macromoléculas pueden tener diferentes pesos moleculares, lo que se
utilizan valores promedios de masas moleculares. Por otra parte, el proceso de disolucion

de los polimeros es mas complejo comparado con las sustancias de baja masa molecular.



La sustancia polimérica requiere de un proceso denominado hinchamiento donde el
polimero de embebe en el disolvente durante cierto periodo de tiempo formando una
disolucién coloidal. Como consecuencia, los procesos de purificacion de los polimeros son
mucho mas complicados ya que las impurezas o las imperfecciones de cadena polimérica
originadas en un proceso de sintesis o transformacion del material se pueden quedar
atrapadas en el enrejado molecular o ser absorbidas por la superficie del polimero. Otras
caracteristicas notables que diferencian a los polimeros de las sustancias de bajo peso
molecular es que no tienen presion de vapor, no tienen un punto de fusion definido y
cristalizan con dificultad, lo que se determinan porcientos de cristalinidad de acuerdo a la
existencia de zonas amorfas y cristalinas coexistiendo en un mismo material polimérico.
)

2.1.2 Conceptos bésicos de los polimeros.

Como ya se habia mencionado, los polimeros se caracterizan por unidades que se repiten,
denominadas unidades estructurales. De esta forma si la unidad estructural es -M-, el
polimero seria -M-M-M-M-M-M-M- , donde se representa (-M-),, siendo n el niumero
natural que define el nimero de veces que se repite la unidad estructural. Las valencias
finales en el polimero se saturan con grupos univalentes como el hidrégeno (H) o el grupo
hidroxilo (OH). Las unidades estructurales no tienen existencia independiente, sino que
son radicales bivalentes que estan relacionados con el monémero que origina al polimero.

El nimero de veces que se repite la unidad estructural en la cadena de un polimero de
denomina grado de polimerizacion y se representa por (X_n) De esta forma al multiplicar

la masa molecular de la unidad estructural por el grado de polimerizacion se obtiene el

valor promedio de la masa molecular en nimero. De forma analoga se obtienen los
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promedios de masa molecular promedio en peso y zeta. Conocer los valores de masa
molecular promedio en nimero, peso y zeta de un material polimérico es de vital
importancia en su caracterizacion quimica fisica. (2)

2.1.3 Clasificacion de los polimeros.

Se hace necesario clasificar al polimero dado su amplia naturaleza. Una primera forma de
clasificarlos podria ser atendiendo a su naturaleza inorgénica u organica. A los polimeros
inorgénicos pertenecen la mayoria de las rocas, los vidrios, los silicatos, el grafito, entre
otros. El segundo grupo es aun muy amplio lo que se puede desglosar en polimeros
organicos naturales o artificiales. Los polimeros naturales son los que se encuentran en la
naturaleza, como las proteinas y el almidon. Los polimeros artificiales o semisintéticos
son los polimeros naturales modificados. Otro grupo importante de clasificacion de estos
materiales son los polimeros sintéticos. Los polimeros sintéticos con aquellos que son
completamente sintetizados por el hombre, estos se pueden dividir segin su
comportamiento mecéanico en termoplasticos (cristalinos o no cristalinos), gomas o
termofijos. Los termoplasticos son los materiales que funden por aplicacién del calor. Las
gomas son materiales que se caracterizan por sus propiedades elastdbmeras, es decir se
deforman en gran extension si son sometidas a fuerzas externas de tension. Por tltimo, los
polimeros termofijos son materiales reticulados y por tanto son insolubles e infusibles. Es

decir, estos materiales no funden (i.e resinas) (1) (2).

2.2  Formacion y estructura de los materiales polimericos.
Los materiales poliméricos pueden ser estudiados de acuerdo a su formacion y estructura.
De esta forma las reacciones de polimerizacion, en terminos generales pueden ser de dos

clases, polimerizacion de adicion y polimerizacion de condensacion. Los polimeros
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adicionados se obtienen como consecuencia de la reaccion de mondémeros, que poseen por
los menos un doble enlace entre dos 4tomos de carbono. La reaccidn transcurre por un
mecanismo de tipo radical, adicionandose de forma sucesiva las moléculas de monémero.
A diferencia de los poliadicionados, los policondensados se obtienen a partir de
mondmeros que tiene diferentes funciones quimicas complementarias. (1)

221 Reacciones de polimerizacion.

El estudio de la sintesis de materiales poliméricos se ha dirigido a la investigaciéon de
métodos de polimerizacion que mejoren las propiedades fisicas, quimicas y mecéanicas de
los productos para asi obtener nuevos materiales; con topologia, composicion, y
funcionalidad determinada. De esta forma se puede obtener una completa relacion
propiedad-estructura que permita una correlacién de la estructura molecular con sus
propiedades macroscépicas y asi utilizarlos en nuevas aplicaciones.

Las propiedades de los materiales poliméricos dependen de su peso molecular, fuerzas
intermoleculares, configuracion y conformacion macromolecular.

De acuerdo con lo descrito anteriormente, existen muchos tipos de polimerizacion y varios
sistemas para categorizarlos. Las categorias principales son: a) Polimerizacion por adicion
y condensacion y b) Polimerizacién de crecimiento en cadena y en etapas. Esta Ultima esta
relacionada con monodmeros u oligdmeros pasan a formar parte de la cadena de uno en
uno. Primero se forman dimeros, después trimeros, a continuacién tetrameros, etc. La
cadena se incrementa de uno en uno, mondémero a monomero. La mayoria de las
polimerizaciones por crecimiento en cadena es por poli-adicion. En este trabajo nos

concentraremos en las polimerizaciones por adicion radicalica, o por radicales libres.
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2.2.2 Polimerizacion via radicales libres.

La polimerizacion por radicales libres (también conocida como una reaccion en cadena) es
uno de los métodos de sintesis que mas se utiliza en la industria para la polimerizacion de
una gran diversidad de materiales poliméricos (plasticos, fibras textiles, etc.), debido a la
gran variedad de monomeros con dobles enlaces -C=C- que pueden ser polimerizados, asi
como condiciones de reaccion moderadas (ausencia de oxigeno y temperaturas entre 0-100
°C). El mecanismo de la reaccion de polimerizacion via radicales libres, consta de las
etapas de iniciacion, propagacion y terminacion.

La etapa de iniciacion contiene dos pasos: El primero es la generacion de radicales
primarios (R*), a partir de las moléculas de iniciador (I), donde ky es la constante de

velocidad de la disociacién homolitica.
kq ,
I—> 2R" (Ecuacion 1)

Luego, en el segundo paso, el radical R* se adiciona al doble enlace -C=C- del mondémero
(M) para formar los correspondientes radicales iniciales (RM*), donde k; es la constante de

velocidad del paso de iniciacion.

ke;
R*+M - RM* (Ecuacion 2)

Por otra parte, la velocidad de reaccion de los radicales primarios producidos por la

homolisis del iniciador es dada por:
R; = 2fkylI] (Ecuaciéon 3)
Donde [I] es la concentracion del iniciador, f es el factor de eficiencia del iniciador que

se define como la fraccion de radicales producido en la reaccion de homdlisis que inicia

las cadenas del polimero.
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En la etapa de propagacion, la polimerizacién ocurre por la propagacion de los centros
reactivos de RM* con la adicion de moléculas de monomero; cada molécula de monémero
que se adiciona a un centro reactivo regenera el centro reactivo, formandose un nuevo

radical de diferente tamafio, donde k;, es la constante de propagacion.

kp L

M{+M - M; (Ecuacion 4)
kp s

M, +M — M3 (Ecuacion 5)
kp .,

M;+M —> M, (Ecuacion 6)
kp i

Mz;+M - M: (Ecuacion7)
kp ./

My +M - M., (Ecuacion 8)

En este mecanismo descrito, todos los pasos de propagacion tienen la misma velocidad de
propagacion (Rp), la cual se encuentra definida como:

—d[M]

Pk R, (Ecuacion9)

R, = k, [M][M*] (Ecuacién 10)

Donde [M] es la concentracion del monémeroy [M*] es la concentracion total de todas
las cadenas crecientes.

Por altimo, la terminacion ocurre por la destruccion de los centros radicales por diferentes
vias. La primera via es la recombinacion. Esta consiste en la combinacion de dos macro-
radicales para formar una macromolécula. La reaccion de recombinacién esta dada por la

siguiente ecuacion, donde Ky €s la constante de terminacion por recombinacion.

ktrec *

M, +M;,, — My,  (Ecuacion11)
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La segunda via de terminacion es la desproporcion. Una desproporcion ocurre cuando un
atomo de hidrogeno en posicion beta al centro radical es transferido a otro centro radical
dando como resultado la formacién de dos moléculas de polimero, una insaturada y la otra
saturada. La reaccion desproporcion esta dada por la siguiente ecuacion donde ki €s la

constante de terminacion por desproporcion:

k
M+ M, SM,+ M, (Ecuacién12)

La tercera y Gltima via de reaccion de terminacion es la transferencia de cadena. Esta se
lleva a cabo cuando se transfiere un atomo relativamente labil de algin compuesto
presente en el sistema (disolvente (D), monémero (M) e iniciador (1) o cualquier otro
componente de la solucién) al radical polimérico de modo que se desactiva el macro-
radical formandose un nuevo radical A*. Este tipo de reacciones se puede representar por

la siguiente ecuacion:

ker
My + XA = M,—X + A" (Ecuaciéon 13)

Donde XA puede ser el monémero, iniciador, disolvente u otra sustancia, y X es el &tomo

0 la especie transferida.

El mecanismo descrito es para una polimerizacion por via radicales libres, en general. En
este trabajo se realizard la copolimerizacién por injerto de mondémeros hidrofilicos en el
PHB. Esta es una reaccién de poliadicion por via radicales libres con caracteristicas muy
especiales porque se utiliza como iniciador radiaciones gamma de alta energia y se
estudiara las particularidades de la reaccion de los mondémeros en la cadena carbonada del
polimero y los productos de la reaccion de acuerdo con las condiciones de sintesis. Es por

eso que le damos especial importancia a la introduccion de este mecanismo.
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2.2.3 Clasificacion de los nuevos materiales poliméricos.

Una manera de clasificar los nuevos materiales poliméricos es de acuerdo a la
funcionalidad, composicion y topologia polimérica. La funcionalidad esta relacionada con
la formacion de polimeros homo o heteroesqueléticos, es decir, polimeros lineales con una
composicion macromolecular linear variable de tipo AAA, ABA, AABB etc,;
macromondmeros que son polimeros lineales de composicion macromolecular donde en
uno de sus extremos coexiste uno o varios dobles enlaces; los grupos laterales, los cuales
son de especial interés en nuestro estudio porque son grupos en forma de peine que se
injertan a una cadena carbonada para dar como resultado un copolimero por injerto; las
hiper-ramificaciones que son funcionalidades asociadas a la formacion de redes
poliméricas semi-interpenetradas las cuales se caracterizan por ser materiales de alto peso
molecular con temperaturas de fusién no definida y al igual que las formaciones en
estrella, forma complejos reticulados, hidrogeles y otras formas poliméricas de interés.
(Figura 1)

La clasificacion de composicion estd relacionada con la formacion de homopolimeros,
copolimeros en blogue, estadisticos, o de gradientes y los injertos copoliméricos. En
nuestro trabajo tenemos especial interés en los homopolimeros, que son los polimeros que
se forman como producto de la homopolimerizacion de los monémeros hidrofilicos que no
reaccionan con el PHB y en los injertos copoliméricos en los cuales se estudiara la
composicion por medio de las técnicas calorimeétricas y espectroscopicas.

De acuerdo a la clasificacion topologica (del griego tomog, “lugar”, y Aoyog, “estudio”), el
nuevo material polimérico puede ser forma lineal, de peine (copolimero por injerto), de

redes (red polimérica semi-interpenetrada, hidrogel), hiper-ramificado o estrella (ver
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Figura 1). Estas clasificaciones son de vital importancia para la identificacion de nuevos

materiales y la relacion estructura funcion. (3) (4)

R = XX ‘ .
X 0 } X e o o o e e N F x = #
B, g YT TE T - N
Homo/hetero x .

- Macromondémero Grupos laterales x 4 *
telesquelético ) : )
Hiper-ramificaciones  Estrella

Homopolimeros Copolimeros  Copolimeros  Copolimero gradiente
bloque estadisticos

coccocleeee. © © ©oof ' 00 ©0 | © coclceoocooe)

Injerto
copolimérico|

T A A B

Lineal Peine Redes Hiper-ramificaciones Estrella

Figura 1 : Clasificacion de los nuevos materiales poliméricos de acuerdo a su

funcionalidad

2.3 Definiciones bésicas sobre las radiaciones.

2.3.1 Concepto de energia de alta radiacion.

Diferentes tipos de energia de alta radiacion estan comercialmente disponibles para los
procesos de copolimerizacién por injerto. Ellas pueden ser clasificadas en: (1) radiacion
electromagnética (fotones), tales como rayos gamma y rayos X, y (2) radiacién de
particulas (particulas cargadas) tales como protones e iones pesados a alta velocidad. Los
is6topos radiactivos tales como el Cobalto-60 (*°Co), y Cesio-137 (**Cs), los cuales son
productos de fision de plantas nucleares, son las fuentes principales de radiacion gamma.
Sin embargo el ®°Co es més ventajoso y ha sido utilizado con mayor frecuencia dado su

alta energia de emision (1,25 MeV) comparado con 0.66 MeV para el **'Cs, ademés de la
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simplicidad, facil preparacion y bajo costo. Su Ty, es de 5,26 afios, mientras que el Ty, del
37Cs es de 30 afios.

2.3.2 Concepto de Dosis, Tasa de Dosis, y T 1/2.

Con el término dosis, se define el cociente entre de y dm, donde de es la energia media

impartida por la radiacion ionizante a una masa dm de sustancia.

= de E i0 14
= Im (Ecuacion )
La tasa de dosis se define como:
oo de
D= T = dTm (Ecuacién 15)

Donde D es la dosis y t es el tiempo de exposicion a las radiaciones.

El tiempo necesario para la desintegracion de la mitad de los nucleos presentes en la
muestra radioactiva es siempre constante y no depende de la cantidad inicial de nucleos en
la muestra. Este intervalo de tiempo se denomina periodo de semidesintegracion (Ty,).
2.3.3 Unidades de absorcion de la radiacion.

La energia de absorcion ha sido tradicionalmente expresada como dosis en “rad *, la cual
es medida de la energia depositada en 1g de materia e igual a 102 erg/g o 102 J/Kg. La
unidad mas reciente en el sistema internacional de unidades es el Gray (Gy), que es igual a
104 erg/g o 1 J/Kg. Luego, la tasa de dosis, que no es mas que la dosis absorbida por
unidad de tiempo, puede ser expresada como Gy/s, Gy/h o kGy/h (J/Kg s).

El kilo-Gray (kGy) se utiliza para expresar mayores cantidades de dosis de radiacion. Sin
embargo algunas fuentes aln utilizan la antigua unidad Mega-rad (Mrad), la cual es

equivalente a 10 kGy, como expresion de dosis.
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2.4  Caracteristicas generales del poli (3-hidroxibutirato)

Los polihidroxialcanoatos son poliésteres alifaticos lineales sintetizados por al menos 75
diferentes géneros de bacterias Gram-Positivas 0 Gram-Negativas. (i.e Azospirillum
brasilense, Alcaligenes eutrophus, Azotobacter chroococcum, Bacillus subtilis, etc.), como
reservas de energia en las células (5) (6) (7). Estos materiales se acumulan en el interior de
la célula hasta producirse una necesidad energética. La célula almacena estos
biopolimeros en forma de granulos en el citoplasma Ilegando en ocasiones a constituir
cerca del 90% de su peso en seco. Las células son capaces de producir estos materiales
cuando se les priva de algin nutriente fundamental como nitrégeno, magnesio, fosfatos y
sulfatos. De esta forma es posible manipular el desarrollo de bacterias, algas y hongos para
producir estos polimeros con las propiedades deseadas (5).

El poli (3-hidroxibutirato) es el primer miembro de la familia de los polihidroxialcanoatos.
Es un poliéster microbiolédgico producido por microorganismos como reserva de energia y
carbonos, es un polimero orgénico (Figura 2), y pertenece a la familia de los
termoplésticos verdes, con propiedades mecanicas muy parecidas al polipropileno (PP),
pero muy lejos de sustituirlo actualmente por su alto precio. Como se habia mencionado,
entre las propiedades que convierten a este polimero en un material de especial interés, se
encuentra su buena biocompatibilidad, y su completa biodegradabilidad, que le brinda una
versatil utilidad en el campo de la medicina tales como la liberacion controlada de drogas,
recubrimientos 0seos e ingenieria de tejidos. Por otra parte, el Gltimo producto de su
biodegradacion, el acido 3-hidroxibutirico es un metabolito comun en la sangre humana,

por lo que el PHB muestra una toxicidad despreciable. (7)
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P

Figura 2 Estructura del poli (3-hidroxibutirato).

Sin embargo, en condiciones comunes el PHB presenta algunas deficiencias, es un
material muy fragil, de baja elongacion, presentando una considerable inestabilidad
térmica sobre la temperatura de fusion y es ligeramente hidrofébico. Lo que podria ser un
inconveniente, sobre todo para su aplicacion en el campo de la medicina. (6)

24.1 Sintesis del poli (3-hidroxibutirato) por bacterias.

Dado el interés que los cientificos han mostrado por estos biopolimeros, muchos trabajos
han sido realizados para la obtencion microbioldgica del poli (3-hidroxibutirato (6). Silva
et al., produjeron el PHB por medio de bacterias utilizando xilosa, glucosa y bagazo
hidrolizado de cafa de azlcar. Los autores seleccionaron las bacterias Burkholderia
cepacia IPT 048 y B. Sacchari IPT 101 para su estudio, indicando que se han encontrado
cincuenta y cinco cepas de bacterias, provenientes del suelo, que fueron catalogadas como
eficientes para su uso en la biosintesis del PHB utilizando xilosa como medio de cultivo.
(8). Por otra parte Yik-Kang Kek et al., investigaron la habilidad del cupriavidus necator
(Ralstonia eutropha) en convertir biolégicamente los subproductos del acido palmitico y
del &cido kernel palmitico en poli (3-hidroxibutirato) (9). Seria inabordable el nimero de
investigadores que se han dado a la tarea de buscar nuevas cepas de bacterias, sustratos y
métodos genéticos para la produccion del PHB (10). Esto se debe a que los investigadores
buscan disminuir los costos de produccion del material, por su potencial uso como plastico

convencional.
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2.4.2 Propiedades fisicas del poli (3-hidroxibutirato).

Entre las propiedades fisicas més importantes del PHB se encuentran a) Su masa
molecular oscila entre 1-4 10° g/mol de acuerdo al método de sintesis utilizado para
elaborarlo b) Su densidad puede oscilar entre 1.23-1.25 g/ml, c) El valor de su resistencia
a la tension (traccion) es de aproximadamente 3.44 kN/cm? y su dureza al rebote (55
Shore D) indican la naturaleza fragil del material, d) La entalpia de fusion (AH;,) es de
62.31 J/g, e) La temperatura de fusién (T,) es de aproximadamente 174 °C, f) La
temperatura de transicion vitrea (Tg) tiene un rango aproximado de 10-18 °C y es dificil de
determinar, g) La degradacion térmica del material ocurre alrededor de los 250 °C en un
solo paso de la curva de pérdida de peso ( ATG), h) El valor de la cristalinidad puede
variar entre los 40-70 % indicando patrones de alto indice de cristalinidad y una fase
cristalina ortorrémbica de tipo P2,2,2;, e i) El andlisis de las técnicas espectroscopicas
Infrarrojo y Resonancia Magnética Nuclear ( RMN-*C, RMN-'H) muestran las sefiales

caracteristicas de poliéster alifatico (11).

2.5  Transformaciones moleculares en materiales poliméricos.

La sintesis de nuevos polimeros se ha convertido en una tarea de extrema importancia
para los investigadores. Durante la dltima década los investigadores han concentrado su
esfuerzo en el desarrollo de nuevas macromoléculas, basadas en la sintesis de nuevos
sistemas poliméricos a través de reacciones de polimerizacion en bloque, blendas y

copolimeros por injerto (12) (13) (14) (15) (16).
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25.1 Biosintesis de los copolimeros en bloque.

Un acercamiento prometedor para el mejoramiento de las propiedades fisicas del PHB es
la sintesis de copolimeros en bloque. Jun Mifune et al., investigaron la sintesis del
copolimeros en bloque (poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato)) mediante
ingenieria genética dirigida de cromosoma del cupriavidus necator, utilizando como
medio aceite vegetal (17). Las propiedades mecénicas y térmicas, asi como el
comportamiento de la biodegradacion de copolimeros en bloque de poli (éster-uretanos)
fueron sintetizados a partir de PHB de origen bacteriano transestericado (18). El grupo de
investigacién de Marchessault investig6 la sintesis de copolimeros en forma de peine a
partir de polihidroxialcanoatos de cadena media en forma de copolimeros en bloque (19)
Jawed et al., contribuyeron en la sintesis microbiana del poli (3-hidroxibutirato-co-
hidroxihexanoato) producidas por Aeromonas hydrophila ATCC 14715 y Psudomona
putida recombinate GPp104 (20). Asimismo pueden encontrarse trabajos de sintesis de
copolimeros en blogque de polihidroxibutirato y polietilenglicol utilizando di-isocianato de
hexametileno como agente de acoplamiento (21). Otros autores utilizaron el método de
polimerizacion radicalica por transferencia de atomo, la utilizacion de nuevas cepas
bacterianas aisladas, o el uso de nuevos precursores (agentes conectivos) para la formacion
de nuevos copolimeros en bloque (22) (23) (24) (25).

2.5.2 Blendas con el poli (3-hidroxibutirato).

Un segundo acercamiento en la basqueda del mejoramiento de las propiedades fisicas de
PHB lo constituyen las blendas de este material con otros materiales poliméricos (26) (27).
Se han estudiado un sinnimero de blendas, tanto con polimeros parcialmente

biodegradables como el poli (vinil acetato), como polimeros completamente
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biodegradables como el poli (vinil alcohol), los polisacaridos o las polilactidas (26). La
blenda del polihidroxibutirato con otros polimeros no solo reduce tu temperatura de fusion
y su cristalinidad, sino que también reduce su costo. Esto puede ser de gran importancia
para el procesamiento industrial del material. Se ha comprobado que de todos los métodos
utilizados con el propdsito de realizar cambios en las propiedades del biopolimero, la
blenda es el método més sencillo y econémico (27). Varios estudios reportan blendas del
PHB con quitosano (26), oligo [(R)-3-hidroxibutirato]-diol (28), (L)-Lé&ctida (29), 6xido
de polietileno (30) y metacrilato de metilo (31) (32). Si se desea utilizar el producto final
de la blenda en la ingenieria biomédica, es de vital importancia que los materiales
obtenidos sean biodegradables.

253 Copolimerizacion por injerto.

La copolimerizacion por injerto es un tercer acercamiento a la obtencion de nuevos
materiales y el mejoramiento de las propiedades fisicas de los polimeros de cadenas
carbonadas lineales como el PHB. De todos los métodos de modificacion mencionados la
copolimerizacion por injerto se revela como el més atractivo y prometedor, lo que no
resulta asombroso que esta disciplina cuente con el mayor nimero de investigaciones y
que haya recibido mucha atencion durante la ultima década. Bhattacharya et al., realizaron
una extensa revisiébn sobre la polimerizacion de injerto, sus técnicas, factores y
aplicaciones (33). De acuerdo con el trabajo citado la copolimerizacion por injerto puede
ser por via quimica (iniciadores quimicos, iniciadores enzimaticos etc.), o por radiaciones
(radiaciones de alta energia, plasma, fotoquimica, etc.). Mohamed et al., hicieron una
exhaustiva revision sobre la inmensa cantidad de trabajos de polimerizacion por injerto

radio-inducido de monomeros polares en filmes no polares, asi como el uso de los
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productos como membranas de intercambio (34). En los siguientes epigrafes se realizara
un mayor énfasis en la copolimerizacion por injerto inducida por radiaciones de alta
energia, y especificamente las radiaciones gamma, pero se revisaran también las
alternativas utilizadas por los investigadores que utilizaron la via quimica u otra fuente de

radiacion para la obtencion de copolimeros (33) (34).

254 Copolimerizacion por injerto via quimica

Los métodos quimicos utilizados en la sintesis de copolimeros por injerto no son menos
importantes que los métodos donde se utilizan radiaciones. Sin embargo los mismos
tienden a ser mas complicados debido a la mayor cantidad de subproductos formados, la
necesidad del uso de bajas temperaturas para la formacion de los radicales y el incremento
en el costo de produccién de los productos. Sin embargo al utilizar iniciadores quimicos
para la preparacion de nuevos materiales no solo se modifica la superficie de los
materiales de partida, como es el caso de muchos métodos de copolimerizacién inducido
por radiaciones, sino que es posible generar radicales desde las capas mas internas del
polimero base y por tanto es posible modificar el materiales de partida desde su interior y
obtener nuevos materiales con propiedades fisicas y quimicas diferentes del material de
partida. Es por eso que en la literatura encontramos también trabajos importantes cobre la
copolimerizacion por injerto via quimica, lo que hace necesario estudiar el polimero base y
el monomero que se desea injertar antes de escoger el método de preparacion del
copolimero por injerto. Para una mejor concordancia con nuestro trabajo se escogio
bibliografia de ejemplos que estén relacionados con el PHB. Cheng et al., realizaron

investigaciones sobre la copolimerizacion por injerto del anhidrido maleico (AM) en el
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PHB utilizando peréxido de benzoilo como iniciador (35). Otros autores también
utilizaron con éxito el perdxido de benzoilo como iniciador para injertar en el PHB la N-
isopropil acrilamida (36) y la fenil vinil acetona (37). Shofie Nguyen, del grupo de
investigacion del profesor Robert Marchessault realizd un interesante trabajo donde
preparé via quimica macro-monoémeros del PHB y luego los puso a reaccionar con
metacrilato de metilo para obtener copolimeros P (HB-g-MMA) (38). Asi se podrian
mencionar multiples trabajos de este tipo, pero en nuestro estudio nos enfocaremos méas en
el método de copolimerizacion inducido por radiaciones por sus ventajas las cuales se

explicaran posteriormente.

2.6 Copolimerizacion por injerto por radiaciones.

Al actuar las radiaciones sobre un polimero, al igual que sobre un mondmero surgen
radicales libres, iones y macromoléculas excitadas que se encargan de iniciar las
transformaciones quimicas posteriores a la irradiacién. Concretamente, se forman enlaces
transversales (intramacromoleculares o intermacromoleculares), se rompen enlaces en la
cadena principal y en las ramificaciones; se producen reacciones de injerto de nuevos
monomeros, procesos de oxidacion e isomerizacion y ciclizacion.

Los cambios moleculares en los materiales poliméricos , como resultado de las reacciones
quimicas inducidas por radiaciones , pueden ser clasificadas como: (1-) entrecruzamiento
de cadenas , causando un incremento en el peso molecular (2-) ruptura o escision de
cadenas , causando una disminucion del peso molecular y cambiando considerablemente
las propiedades del material polimérico, (3-) pequefios productos moleculares, como
resultado de las escisiones de la cadena principal, seguida por una reaccion de abstraccion

0 combinacidn o ambas a la vez (4-) cambios estructurales en el polimero acompafado de
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la formacion de productos moleculares. La extension en que ocurre cada una de estas
reacciones depende de la naturaleza quimica del polimero y las condiciones de irradiacion.
2.6.1 Copolimerizacion por injerto inducido por radiaciones gamma.

El estudio de las modificaciones de los materiales poliméricos por radiacion inducida es
muy vasto, dentro de este campo se tiene especial interés en relacionar las modificaciones
que han ocurrido en los polimeros biodegradables y mas especificamente las realizadas en
el sustrato PHB, y los diferentes materiales obtenidos por copolimerizacion de injerto
radio-inducido segun los mondémeros y las condiciones de trabajo escogidas por los
investigadores. Seria inabordable mencionar todos los trabajos que se han realizado en la
obtencion de materiales poliméricos por copolimerizacion de injerto radio-inducida.
Existen estudios recientes de obtencién de membranas injertadas por copolimerizacion
radio-inducida de mondmeros hidrofilicos en membranas hidrofobicas para la aplicacion
de estos materiales como membranas de intercambio idnico. En esta revision se pueden
encontrar cientos de estos copolimeros obtenidos por esta via y con diversas aplicaciones.
(34).

Las principales modificaciones estructurales en los polimeros son el entrecruzamiento y la
degradacion. Ambos constituyen procesos quimico-radioliticos irreversibles. El
entrecruzamiento es la formacion de enlaces intermacromoleculares y la degradacion es la
ruptura de los enlaces en la cadena principal o en los grupos o cadenas laterales. Las
modificaciones quimicas que presuponen la introduccion en las macromoléculas primarias
de nuevos fragmentos moleculares, estan directamente vinculadas a las reacciones de

injerto.
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La copolimerizacion por injerto inducida por radiaciones comenzo en los afios 1950s y
continua siendo un tema de investigacion muy activo, a fin de obtener materiales
modificados que pudieran tener diferentes aplicaciones. Con la aplicacion de este método,
se permite el cambio en las propiedades de los materiales poliméricos, como es la
propiedad de absorcién de la humedad, adhesion, propiedades de impresion, propiedades
anti-neblina, biocompatibilidad, la hidrofilicidad o hidrofobicidad etc.

La copolimerizacién por injerto inducida por radiaciones posee un gran potencial para la
simplificacién del proceso de tratamiento de los materiales poliméricos, puesto que no
dejan residuos perjudiciales y reduce el costo de produccién.

Este método tiene ademaés la posibilidad de iniciar la polimerizacion en un amplio rango
de temperaturas, incluyendo bajas temperaturas y en varios estados del monémero, ya sea
en masa, solucion, emulsién, e incluso en estado sélido. Se pudiera agregar, que este
método, ofrece una forma Unica para combinar dos polimeros incompatibles, brindandole
nuevas propiedades al copolimero por injerto obtenido. La naturaleza versatil de esta
técnica se atribuye a la habilidad para controlar el grado de injerto por medio de la
seleccion de las condiciones de irradiacion

En principio, la copolimerizacién por injerto es un proceso en el cual las cadenas que se
injertan de forma lateral son enlazadas covalentemente a la cadena principal del esqueleto
carbonado del polimero para formar copolimeros ramificados.

Un copolimero de injerto puede ser representado como se ilustra en la Figura 3, donde A
es la cadena principal de polimero, B, y Br, son las cadenas que injertan de manera lateral,

procedentes del mondmero utilizado en la reaccion de copolimerizacion. La magnitud de
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la polimerizacion del injerto de B, y By se denomina grado de injerto el cual es

determinado gravimétricamente como el porcentaje del incremento de masa.

~A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A—

B, B,

Figura 3 Representacion esquematica de un copolimero por injerto.

La copolimerizacion por injerto toma lugar como resultado de la formacion de centros
activos en la cadena carbonada. Estos centros activos pueden ser radicales libres o grupos
quimicos ionicos, los cuales inician la reaccion de polimerizacion.

La formacion de centros activos en la cadena carbonada puede llevarse a cabo por diversos
métodos quimico y fisicos como son: el tratamiento con plasmas (39), radiacion de luz
ultravioleta (40) (41), descomposicion de iniciadores quimicos (42) y energia de alta
radiacion (43).

De todos los métodos estudiados para la modificacion de materiales polimericos por
reaccion de copolimerizacion de injerto, el método de la copolimerizacion por injerto
inducida por radiaciones de alta energia ha sido el méas estudiado. Esto se debe a que este
altimo tiene la ventaja de lograr modificaciones en los sustratos poliméricos en la
superficie y en el interior del material, mientras que los demas métodos mencionados se

limitan a modificaciones en la superficie.



28

2.6.2 Modificaciones realizadas en materiales poliméricos con metacrilato de
butilo.

El metacrilato de butilo (MBu) ha sido utilizado en la modificacion de materiales
poliméricos. Xiang injert el MBu en fibras de lana utilizando como iniciador un sistema
redox. El investigador afirmé que se habia elegido este monémero debido a que su
homopolimero, el polimetacrilato de butilo tiene una baja temperatura de transicion vitrea
y por tanto no se espera que deteriore las fibras de lana sino que el injerto mejore su
desempefio (44). Li Yu et al., realizaron un estudio de la polimerizacion por injerto
radioinducido del acrilato de butilo (monémero quimicamente muy parecido al MBu) en
quitosano. Los investigadores indican que el monomero fue escogido por su
hidrofobicidad y suavidad, es decir, porque se espera que al injertarse en el quitosano se
forme una nueva macromolécula relativamente mas hidrofobica y flexible (45). Otros
trabajos, como los realizados por Haldar et al, estan relacionados con el injerto por
tamizado de la superficie del caucho con el acrilato de butilo, utilizando energia de alta
radiacion de un haz de electrones. La finalidad de este tipo de investigaciones es recubrir
la superficie de un material polimérico con otro material y asi propiciar una mejor

compatibilidad de la nueva superficie con polimeros polares y rellenos (46).

2.6.3 Modificaciones realizadas en materiales poliméricos con acido metacrilico.
Se revisaron los trabajos realizados por otros investigadores que hayan utilizado acido
metacrilico (MA) para la obtencion de algun nuevo material. Se encontraron trabajos
donde se utilizd este monomero para recubrir fibras de polimeros convencionales. Nos

Ilamo la atencion el trabajo realizado por Gupta et al., donde se utilizé la copolimerizacion
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por injerto radioinducido por radiaciones gamma del acido metacrilico en el polipropileno
(PP), un polimero muy parecido al PHB por sus propiedades fisicas. Se utiliz6 el método
de radiacion simultadnea y se obtuvieron evidencias de injerto sobre este material (47).
Otro trabajo donde se injertd el MA en polimeros convencionales, en este caso polietileno
(PE), lo realizaron Young y sus colegas. Se utilizaron iniciadores quimicos redox, por
medio de una técnica que es conocida como técnica de injerto por peroxidos. Se utilizaron
sales metélicas y acido sulfurico para controlar el grado de injerto en la superficie del PE
peroxidizado por radiaciones (48). Por otra parte, se encontraron trabajos de injerto de
MA en almidén y polivinil alcohol utilizando un sistema de iniciadores quimicos redox,
con la finalidad de obtener copolimeros por injerto que puedan ser utilizados como agentes
de encolado (49) .

2.6.4 Modificaciones realizadas en materiales poliméricos con acetato de vinilo.
La polimerizacion de injerto post irradiacion del acetato de vinilo en el
politetrafluoroetileno (PTFE) en diferentes condiciones de reaccion fue estudiada por
investigadores egipcios (50). Otro grupo del mismo origen estudi6 la copolimerizacion
por injerto radioinducido de acetato de vinilo y acido acrilico en filmes de polietileno-vinil
acetato (51). Se desconoce las razones de la sintesis de estos nuevos materiales, pero los
autores de estos trabajos afirman que los productos tienen potencial para darles una
utilidad préctica. Se ha encontrado que el injerto del acetato de vinilo en teflon y otros
materiales tiene origen a fines de la década de los 50°s con el trabajo de Restaino et al., de
la polimerizacion por injerto radioinducido y el estudio cinético de la reaccion (52). Otro
trabajo destacado en esta tematica es el de Vigo et al., que injertaron el acetato de vinilo

en polivinil cloruro (PVC) para lograr el mejoramiento de sus propiedades hidrofilicas
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(53). Una investigacion posterior fue realizada por Ringrose et al., en la copolimerizacién
radio-inducida del VAc en polietileno de baja densidad (54). En otros estudios mas
recientes se injerta el VAc en gel de silice (55). De esta forma, se podrian mencionar
decenas de trabajos relacionados con este tema, ya que el uso del acetato de vinilo en
injertos a diferentes materiales poliméricos es tipico en la busqueda de nuevas opciones de

sintesis de materiales con utilidad practica.

2.6.5 Modificaciones realizadas en materiales poliméricos con acrilamida.

De todos los monoémeros, la acrilamida es el mas controversial, debido a la incertidumbre
relacionado con su uso, Yya que esta clasificada como "probable cancerigeno para los
humanos”, en base a estudios realizados con animales. De momento no esta claro que
estos resultados puedan extrapolarse al hombre. En la actualidad se han realizado estudios
muy exhaustivos sobre las dosis de acrilamida contenida en los alimentos y la exposicion
de los seres humanos a esta sustancia (56). Con estos antecedentes cuando se realiza una
investigacion en el injerto de este mondémero en algun material polimérico es casi seguro
de que los investigadores tengan dificultades para publicar los resultados por la
incertidumbre de si los productos de la copolimerizacion son también propensos a producir
cancer. A pesar de lo anteriormente dicho es posible encontrar brillantes trabajos de
investigacién en esta area. Por mencionar algunos, Han Sup et al., investigaron la
copolimerizacién por injerto radio-inducido de la acrilamida en el polihidroxibutirato-co-
hidroxivalerato (P (HB-co-HV)) en forma de filme utilizando peroxido de benzoilo como
iniciador (57). La investigacion incluye la sintesis y la caracterizacion quimica fisica del

copolimero obtenido. Un trabajo mas reciente, realizado por Gupta et al., estudio la
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obtencion del polietileno-g-poliacrilamida en forma de filme, obtenido por
copolimerizacion por injerto radioinducido de la acrilamida en el polietileno utilizando el
método de pre-irradiacion, el cual se explicara en un epigrafe posterior (58). La superficie
del nuevo material fue estudiada por diferentes técnicas espectroscopicas. La
polimerizacion fotografica es otro método utilizado para injertar la acrilamida en el PHBV.
Este método fue utilizado en el afio 2007 por Yu Ken et al., quienes utilizaron la
benzofenona como fotoiniciador (59). Una investigacion muy interesante es la realizada
por el equipo de Kutsevol y colabores con el dextrano (60). El dextrano es un polisacérido
complejo y ramificado formado por numerosas moléculas de glucosa; unidades en cadenas
de longitud variable. El polisacarido fue modificado con el injerto de la acrilamida por el
método de iniciacion redox por reduccion del ion cérico. De acuerdo con esta referencia se
escogid la acrilamida con la finalidad de obtener derivados anionicos que muestren mejor
comportamiento floculante que la poliacrilamida. De momento no hay ninguna evidencia
de que los copolimeros obtenidos a partir de la acrilamida sean tdxicos o cancerigenos, lo
que los investigadores contintan aunando esfuerzos en la busqueda de nuevos materiales a

partir de la acrilamida y polimeros base de diferente naturaleza.

2.7 Métodos de copolimerazion por injerto radio-inducido.

En el método de la copolimerizacion de injerto inducido por radiaciones, los centros activos
se forman en la cadena carbonada utilizando para este fin la alta radiacién de energia.
Posteriormente el polimero irradiado reacciona con las unidades monomericas
correspondientes, los cuales se propagan para formar la cadena lateral de injerto. La
reaccién de copolimerizacién de injerto inducida por radiaciones conciernen tres pasos
principales (iniciacién, propagacion y terminacién), de acuerdo con las ecuaciones 1-11,

que para este caso pueden ser representados con las siguientes ecuaciones quimicas:
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Esquema cinético general de la reaccion quimica.
Iniciacion

rayos gamma
P ——— P x (Ecuaciéon 16)

rayos gamma
M —— M (Ecuacion 17)

Px+M — PM * (Ecuacién 18)

Propagacion.
Mx* +M - M, * (Ecuacién 19)

M, * +M - M, .1 * (Ecuacion 20)

PM x +M — PM, 1 * (Ecuacién 21)

Terminacion.
P * + M, ,; * = Copolimero por injerto  (Ecuaciéon 22)
PM,, .1 * + My, x> Copolimero por injerto (Ecuacion 23)
2M, 41 * > homopolimero (Ecuaciéon 24)

2P x — Polimero entrecruzado (Ecuacion 25)

Donde P es el polimero, P+ es el centro activo radical primario del polimero, M es la
unidad monomérica, M= es el centro activo radical primario del monémero, PM= es el
centro activo de la cadena inicial, PMn.1* es el centro activo de la cadena de injerto en
crecimiento y Mp*y Mps* son los centros activos de los radicales crecientes de la
homopolimerizacion. Cualquier parametro que afecte uno o mas de estos pasos, causa una
variacion en el grado de injerto. Sin embargo, se presta especial atencion al paso de
iniciacion donde la energia de alta radiacion es considerada con mucha frecuencia, como

una alternativa preferible frente a otros métodos. Los estudios mas recientes en
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copolimerizacién por injerto inducido por radiaciones conciernen dos métodos
fundamentales:
(1) La irradiacion simultanea y (2) la pre-irradiacion, la cual puede ser llevada a cabo en

presencia de aire o al vacio.

27.1 Meétodo de la irradiacién simultanea.

La irradiacion simultanea es la técnica de irradiacion mas simple para la preparacion de
copolimeros por injerto. En este metodo la cadena carbonada es irradiada en presencia del
monomero que se encuentra disponible en diferentes formas: vapor, liquido, o en solucion.
La irradiacion se lleva a cabo preferiblemente bajo condiciones de vacio, principalmente si
la reaccion converge a la formacion de radicales libres activos en la cadena de ambos
polimeros y unidades monoméricas. EI mecanismo de reaccion en este sistema de injerto

esta en concordancia con las ecuaciones 16-25, y puede ser representado como sigue:

. rayos gamma . - . o
Irradiacion: P —— — P (Indica la formacién de radicales primarios)

Iniciacion: Px+M — PM = (Indica la formacion de una cadena de injerto)
Propagacion. PM * +nM — PM,., *  (Son las cadenas crecientes de injerto)

Terminacion. PM,, x +PM,, *— PM, .., (Formacion de copolimeros por injerto)

Donde P es la matriz polimérica, en nuestro estudio el PHB, M es la unidad monomerica
(en nuestro estudio es alguno de los mondmeros escogidos) y P+ y Msx son los centros
activos de sus radicales primarios respectivamente. Por otra parte PM * es el centro activo
de la cadena de injerto iniciada, y PM,* y PMqy* son los centros activos de las cadenas
crecientes de injerto del copolimero.

En la irradiacidn simultanea, existe una alta posibilidad para la desactivacion de los centros
activos de los radicales primarios de la cadena carbonada (Px) por recombinacion mutua.

Esta desactivacion puede ser representada por la ecuacion:

Px +P x> PP Ecuacion 26, Ecuacion de recombinacion.
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De forma anéloga, la homopolimerizacion iniciada por la reaccion de radicales formados de
la radiolisis del monémero con moléculas de mondémeros que permanecen en la solucién de

injerto puede representarse de acuerdo a las ecuaciones 16-25 como:

rayos gamma . ., . . R ,
M ——— M * (Indica formacion de radicales primarios del monémero)

M+ +nM — M, = (Indica la formacion de cadenas crecientes de homopolimero)

M, * + My, * > My, .., (Ecuaciéon 27) (Indica la formacion de homopolimero)

Donde Mp* 'y My* son los centros activos de las cadenas crecientes del homopolimero,
respectivamente. La polimerizacion por injerto radio-inducido por el método de radiacion
simultanea, se ve limitado por el alto nivel de formacion de la reaccion de
homopolimerizacion. Sin embargo un nimero de condiciones pueden ser adoptadas para
solucionar esta problematica y mejorar la eficiencia del injerto, manteniendo la formacion
de radicales en la cadena carbonada en altas tasas con relacion a la formacion de radicales
en las unidades monoméricas. Estas condiciones incluyen, la adicion de inhibidores tales
como sales de Fe™™ y Cu™, el uso de buenos agentes de hinchamiento (solventes), la
seleccion de bajas tasas de dosis para evitar la terminacion réapida de las cadenas de injerto
en crecimiento o la adicién del monémero o en vapor o en forma liquida a la cadena
carbonada del polimero mientras este se encuentra en estado sélido. En nuestro trabajo
realizaremos el estudio de la influencia del disolvente en el grado de injerto de los

productos de la reaccion.

2.7.2 Método de la pre-irradiacion.

El método de pre irradiacion esta relacionado con la combinacion de dos pasos (a) la
irradiacién de la cadena carbonada para formar radicales activos y (b) poner en contacto
las cadenas carbonadas poliméricas irradiadas con el mondémero a injertar. Si el paso de la
irradiacion se realiza al aire, los radicales generados reaccionan con el oxigeno para formar
perdxidos e hidroperdxidos, los cuales inician el injerto una vez gue se ponen en contacto

con las unidades monomeéricas por descomposicion térmica. La reaccién completa de cémo
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ocurre la copolimerizacion de injerto del mondmero en la cadena hidrocarbonada se puede

representar por las siguientes ecuaciones:

rayos gamma

PH+ 0, —  POOH (Ecuacion 28) Formacion de hidroperoxidos.

POOH 3 PO * (Ecuacion 29) Descomposicion térmica de los hidroperdxidos.
PO «+M — POM = (Ecuacion 30) Iniciacion.

POM * +nM — POM, ., * ( Ecuaciéon 31) Propagacion.

POM,,, * +POM % - POM, ,;MOP (Ecuacién 32) Terminacion.

Donde PH es la representacion de la cadena carbonada, POOH es el hidroperoxido, PO  es
el radical primarioy POM = es el centro activo de la cadena de injerto inicial y POM,,,; *
es el centro activo de la cadena de injerto en crecimiento.

Adicionalmente, si la irradiacion es llevada a cabo bajo vacio o en condiciones inertes, los
radicales generados quedan atrapados en la cadena carbonada e inician el injerto en

presencia del mondmero segln el siguiente mecanismo:

rayos gamma
H—— Px +H* (Ecuacion 33)

Px +M — PM x (Ecuacion 34)
La estabilidad de P * y PM * depende fundamentalmente de la cristalinidad de la cadena
carbonada, temperatura y periodo de almacenamiento de los filmes irradiados en caso de
utilizar filmes. De acuerdo con el esquema cinético general de la reaccién quimica, en el
método de la pre-irradiacion el paso de la iniciacion se encuentra simplificado, no
existiendo formacion de M = como bien puede observarse.
2.8 Aplicaciones biomédicas de los polihidroxialcanoatos.
Un nudmero considerable de autores han investigado el uso potencial de los
polihidroxialcanoatos (PHA) en el area de la Ingenieria Biomédica. Una parte importante
de los trabajos han estado enfocados al uso de los PHA en la liberacién controlada o

sostenida de farmacos (61). Koosha et al., realizaron una revision cientifica (review) del

uso del PHB como agente portador de drogas (principios activos) para ser liberada in vitro
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e invivo (62). Es interesante percatarse como a finales de la década de los 80"s ya existian
diversos sistemas avanzados de liberacion controlada de PHB y progesterona (63),
metoclopramida (64), sulfametizol (65), etc. Otros investigadores realizaron el estudio de
la liberacion de agentes anticancerigenos tales como aclarubicin, doxorubicin, vy
bleomycin, utilizando matrices de PHB (66). También se encontraron reportes del uso de
los PHB en polvo de talco meédico, en la fabricacion de bolsas de ostomia, pafiales
interiores y eyectores de tampdn (67). Estudios mas recientes revelan el uso de los PHA
en lo que probablemente sea su uso mas asombroso, la terapia de reemplazo de huesos,

intervenciones quirdrgicas, ortopedia e ingenieria de tejidos (68).

2.9  Aplicaciones biomédicas de los copolimeros por injerto.

El uso biomédico de los copolimeros por injerto también ha sido extensamente estudiado
(68). Los copolimeros por injerto que provienen de los PHA, mantienen sus aplicaciones
anteriormente descritas y en la mayoria de los casos los injertos ayudan a ampliar su
campo de aplicaciones al mejorar alguna de las propiedades fisicas del material de partida,
ya sea la hidrofilicidad, la biocompatibilidad o la biodegradabilidad (69). La
inmovilizacion de proteinas es una de las aplicaciones mas importantes de los copolimeros
por injerto de polihidroxialcanoatos. Lisbeth et al., realizaron un estudio de la sintesis del
copolimero del &cido acrilico y el PHB (P (HB-g- AAc)) y la posterior reaccion de los
grupos carboxilos injertados del AAc mediante el enlace covalente con glucosamina (70).
Los filmes del copolimero resultaron ser adecuados para este tipo de aplicacion. De
manera concluyente, encontramos que tanto los PHA como sus copolimeros tienen una
gran variedad de aplicaciones, donde resalta el potencial de uso en la ingenieria biomédica.

Con el creciente interés de los investigadores de encontrar nuevos materiales para ser
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utilizados en la biomedicina, los copolimeros por injerto se convierten en un area de
oportunidad muy extensa donde emergen cada vez mayor cantidad de nuevos materiales

con utilidad préctica (68).

2.10  Antecedentes de copolimerizacion por injerto radio-inducido en el PHB.

En lo que respecta especificamente a los copolimeros por injerto obtenidos por
copolimerizacion por injerto inducidos por radiaciones gamma en el poli (3-
hidroxibutirato) es importante destacar que la literatura sobre este tema es muy escasa.
Para conocer el estado del arte de la ciencia que sustenta esta investigacion cabe
mencionar que los primeros trabajos en este tema fueron realizados por Mitomo et al. (71)
aunque la ciencia de la copolimerizacion por injerto tiene su origen en los afios 50°s con
los estudios de Chapiro que fue el pionero de la ciencia del injerto radio-inducido (34)
(72). En 1994 Mitomo estudié la degradacion radio-inducido por radiaciones gamma del
P (3HB) y el P (3HB-co-3HV) a temperatura ambiente, en aire y vacio y analizo la
biodegradabilidad de los polimeros irradiados (71). Tres afios después, el mismo autor
realiz6 la que se cree fue su primera sintesis en esta disciplina, la copolimerizacion por
injerto del &cido acrilico en el P (3HB) y el P (3HB-co-3HV) (73). Se utiliz6 una fuente de
radiacion gamma de ®°Co. ElI PHB se sell6 al vacio en ampolletas de vidrio, y fue pre-
irradiado a 5 kGy, a una tasa de dosis de 10 kGy/h, a una temperatura de -78 °C. Una
solucion al 10% de AAc fue vertida sobre el PHB pre-irradiado para producir la reaccion
deseada. El experimento se realizé al vacio a temperatura constante por varios periodos de
tiempo para variar la dosis. Se obtuvo el copolimero P (HB-g-AAc) por la técnica descrita
y se analiz6 con diferentes técnicas quimico fisicas. Mitomo compara los resultados

obtenidos con el injerto del metil metacrilato (MMA) y el hidroxi-etil metacrilato (HEMA)
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obtenidos por la misma técnica, lo que se piensa que estos materiales fueron sintetizados y
estudiados por el grupo de trabajo durante aproximadamente el mismo periodo de tiempo
(74). Ese mismo afio Bahari et al., realizaron la investigacion de la copolimerizacion por
injerto radio-inducido del mondmero estireno en el P (3HB) y el P (3HB-co-3HV), asi
como el estudio de su biodegradabilidad. Los estudios confirman que es posible injertar el
estireno por las técnicas de pre-irradiacion e irradiacion simultanea, aunque los valores de
grado de injerto obtenidos fueron inferiores a los obtenidos con los anteriores mondémeros
injertados por Mitomo (AAc, MMA, HEMA). Bahari demostr6 que al injertarse el
estireno polimeriza de forma linear, sin entrecruzamientos o ramificaciones. El grado de
injerto se incremento con la dosis hasta alcanzar un valor maximo del 25% a las 4 horas de
reaccion a una temperatura de 80 °C, lo que se concluyd que no debia exponerse la
reaccion a una dosis mayor de 20 kGy (75). Por otra parte el estudio de la
biodegradabilidad indicd que la estabilidad térmica del copolimero P (HB-g-St) mejoro
con respecto al material de partida, lo que la biodegradabilidad enzimatica disminuy6. Por
lo tanto, desde el punto de vista de la aplicacién el injerto del estireno podria ser un
método para controlar la biodegradabilidad del P (3HB) y el P (3HB-co-3HV) mediante el
recubrimiento con capas de poliestireno sobre filmes del biopolimero (76). Pasaron
varios afos sin que se encontraran nuevos reportes en este tema, hasta que en el 2001 se
realiz6 una investigacion sobre la sintesis de la copolimerizacion por injerto radio-
inducido por radiaciones gamma del isopreno (IP) en el PHB. Tao Jiang et al., aunaron
esfuerzos para la sintesis del P (HB-g-IP), con la finalidad de mejorar la tenacidad
(energia total que absorbe un material antes de alcanzar el punto de fractura). Este trabajo

es una valiosa aportacion porque una de las desventajas del PHB, es su fragilidad. Jiang
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remarco la importancia de estudiar las condiciones 6ptimas de reaccion del injerto y fue el
primero en hacer el estudio de los efectos del disolvente, encontrando que el disolvente
mas apropiado para injertar el isopreno es heptano. De esta forma otros parametros como
la concentracion del mondémero y la dosis de radiacion fueron estudiadas. Las condiciones
de reaccion utilizadas por Tao Jian y Ping Hu fueron apropiadas (1.29 kGy/h,
desgasificacion por burbujeo de nitrégeno gaseoso, irradiacién con fuente de ®° Co), ya
que se logrd la sintesis y la caracterizacion del nuevo material y por primera vez se utilizo
la técnica de Resonancia Magnética Nuclear para dilucidar la estructura del material
obtenido, ya que en las investigaciones de Mitomo et al., solo se restringian al analisis
calorimétrico dandole mayor importancia al estudio de la biodegradabilidad del
copolimero (77). Otra investigacion en este rubro, es realizada por Ye Herong et al., en la
polimerizacion por injerto inducida por radiaciones del anhidrido maleico en el PHB. Ye
se enfoco en la obtencion de un nuevo material para mejorar la termo-estabilidad del PHB.
La reaccion en masa se llevd a cabo por el método de la irradiacion simultdnea en
atmdsfera de nitrogeno. EIl proceso fue similar al utilizado por Jiang pero utilizando
menores tasas de dosis (8.76 Gy/min). Uno de los temas que conciernen en la sintesis de
copolimeros es la determinacién del grado de injerto y la demostracion de la formacién
del nuevo material. Ye et al., demostraron creatividad al medir el grado de injerto por el
método de titulacion quimica y realizaron la dilucidacion de la estructura del copolimero
por RMN y técnicas calorimétricas complementarias (78).

Tambien ha sido explorada la formacion de redes poliméricas semi-interpenetradas que
aunque no son copolimeros por injerto en forma de peine, se pueden formar mientras se

sintetiza un copolimero por injerto. Una red polimérica semi-interpenetrada (IPN), es un
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sistema en donde solo una red polimérica estd unida covalentemente mientras que el
mondmero que se desea injertar esta embebido (sin enlaces covalentes, pero imposibilitado
de salir de la red polimérica) en forma de polimero en la red inicial. En la literatura la
informacion sobre este tema también es muy escasa, pero recientemente se han publicado
algunos trabajos como la sintesis de una red semi-interpenetrada de PHB y polietilenglicol
diacrilato (15) , y acido acrilico (79). Estos trabajos deben de ser mencionados por la
estrecha relacion que tienen con la copolimerizacion por injerto radio-inducido. En nuestro
trabajo haremos mencion de una red polimérica semi-interpenetrada obtenida
accidentalmente mientras se realizaba una sintesis de copolimero por injerto.

Estudios més recientes, en la copolimerizacion por injerto radioinducido del AAc en el P
(3HB) y el P (3HB-co-3HV) fueron realizadas por Lisbeth et al. (70). Lo novedoso del
trabajo de Lisbeth es la realizacion de la sintesis en filmes de P (3HB-co-3HV) y estudiar
una posible aplicacion mediante la inmovilizacion de proteinas a los grupos carboxilo del
PAAc injertado. Por su parte, Yuki Wada et al., también profundizaron en la sintesis del
AAc en el PHB por copolimerizacién por injerto radioinducido, donde la aportacion fue el
uso de haz de electrones para la reaccién de iniciacion en vez de rayos gamma, la
utilizacion del método de pre-irradiacion vy el estudio de la biodegradabilidad de los filmes
copoliméricos (80).

En el afio 2006, nuestro grupo de trabajo reportd por primera vez la sintesis por
copolimerizacién de injerto radio-inducido del acetato de vinilo en el PHB, por el método
de irradiacion simultanea (81) (82).

En el afio 2007, Yuki Wada et al., también reportaron la copolimerizacion por injerto radio

inducido del VAc en el PHB vy el estudio de su biodegradabilidad. En el primer trabajo
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Wada realiz6 la sintesis del copolimero por el método de pre-irradiacion utilizando una
emulsion con tensoactivo (surfactante) Nonion-L4, lo que constituye su mayor aporte (83).
En el segundo trabajo se estudio la biodegradabilidad de los filmes obtenidos por tamizaje
del VAc sobre la superficie del PHB obteniéndose un incremento de la biodegradabilidad
al realizar la saponificacion del filme injertado (84).

Por otra parte, Santos et al., proponen un estudio méas profundo sobre la relacion entre el
grado de injerto y el incremento de la hidrofilidad en el PHB cuanto este es injertado con
el VAc. Para este estudio utilizaron la técnica de angulo de contacto en filmes del
copolimero (85).

Estudios mas recientes (2011), se realizaron en la sintesis y caracterizacion quimica fisica
del 2-amino etil metacrilato (AEMA) en filmes de P (3HB-co-3HV), por
copolimerizacion radio-inducida, por el método de irradiacion simultanea. El injerto fue
obtenido utilizando con una fuente de ®°Co, a una tasa de dosis de 2,2 kGy/h a diferentes
concentraciones de AEMA. Los estudios también han demostrado que los injertos ocurren
fundamentalmente en la zona amorfa del polimero. Lisbeth et al., utilizaron entre otras
técnicas, nano-particulas de oro en suspension citrica para demostrar el injerto que se
habia obtenido (86).

En este trabajo se modifica el PHB con el injerto de mondémeros hidrofilicos con la
finalidad de mejorar las propiedades hidrofilicas del biomaterial. Se utilizaron mondémeros
tipicos tales como el acetato de vinilo (VAc), alcohol vinilico (VA), metacrilato de butilo
(BuM), acido metacrilico (MA), y la acrilamida (AAm). Para la sintesis de los nuevos
materiales se escogié el método de copolimerizacion por injerto radio-inducido por

radiaciones gamma de ®° Co (irradiacion simultanea) por sus ventajas. No existen reportes
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previos a las publicaciones de los resultados obtenidos para cada uno de los materiales
sintetizados, lo que constituye su mayor novedad y relevancia.

De forma adicional, se realizaron estudios para determinar los cambios en la estructura y
propiedades de los nuevos materiales obtenidos. El estudio implicd la sintesis de los
copolimeros, su caracterizacioén quimica fisica y el estudio de las propiedades hidrofilicas
de los materiales. La estructura de los nuevos materiales obtenidos fue verificada con las
técnicas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), Infrarrojo por Transformada de
Fourier (FTIR), Andlisis Termo-gravimétrico (TGA), Calorimetria Diferencial de Barrido
( DSC), Difraccion de Rayos X ( DFRX) , entre otras. En la mayoria de los casos se
realizé un estudio del efecto del disolvente en la copolimerizacion por injerto radio-
inducido de los mondmeros seleccionados en el PHB. Otros estudios realizados implican
el anélisis cualitativo de los nuevos materiales, el grado de injerto etc. Los resultados
obtenidos indican que en todos los casos fueron obtenidos copolimeros por injerto de los
diferentes mondémeros utilizados, los cuales tienen diferente composicién quimica de

acuerdo con las condiciones de reaccion utilizadas en cada caso.
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales.

Se utiliz6 PHB suministrado por el Instituto de Investigaciones Tecnoldgicas de Séo
Paulo, Seccion Biotecnoldgica (Brasil). EI mismo fue purificado por precipitacion en
etanol de una solucion de cloroformo como se describe posteriormente. El peso molecular
del PHB utilizado es de Mn =27, 000 g/mol, Mw= 60,000 g/mol y Mz= 98,000 g/mol. La
polidispersidad del polimero es de 2.22.

El monomero acetato de vinilo (VAc) es de calidad Merck y fue previamente destilado a
presion normal, a una temperatura de 72,5 °C.

El mondémero acido metacrilico (MA) es de calidad Merck y fue previamente destilado a
presion normal, a una temperatura de 161 °C.

El mondémero metacrilato de butilo (MBu) es de calidad Merck y fue previamente
destilado a presién normal, a una temperatura de 165 °C.

El mondémero acrilamida es de calidad Sigma Aldrich y fue purificada por el método de
recristalizacion.

Otras sustancias quimicas fueron utilizadas sin previa purificacion.

Etanol.

CHsCH,0H, de calidad Sigma Aldrich ,99.9%, P.M. 46.07 g/mol, p.e. 78.4 °C, n° 1.360,
p?° 0.789 g/cm®. Liquido incoloro, inflamable, téxico.

Metanol.

CH30H, de calidad Sigma Aldrich, 99.9%, P.M. 32.04 g/mol, p.e. 65°C, nZ° 1.3290, p%®

0.7918 g/cm?®. Liquido incoloro, inflamable, téxico.
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Hexano.

CeHi4, de calidad Sigma Aldrich, 99.8 %, P.M. 86.18 g/mol, p.e. 69 °C, n2° 1.375, p®
0.6548 g/cm* Liquido incoloro inflamable, irritante.

Acetato de etilo.

CH3COOCH,CHg, de calidad Sigma Aldrich, 99.9%, P.M. 88.11 g/mol, p.e. 77 °C, n2°
1.3724, p* 0.9 g/cm* Liquido incoloro inflamable, irritante.

Cloroformo.

CHClIs, de calidad Sigma Aldrich, 99.9%, P.M. 119.38 g/mol, p.e. 61 °C, n2° 1.4459, p?
1.483 g/cm® A temperatura ambiente, es un liquido volatil, no inflamable, incoloro, de olor
penetrante.

Acetona.

CO (CHys),, de calidad Sigma Aldrich, 99.8 %, P.M. 58.08 g/mol, p.e. 56 °C, p*° 1.791,

n3® 1.359. Liquido incoloro, inflamable.

Dietil éter.

CH3CH,0CH,CHj, de calidad Sigma Aldrich, 99,5 %, P.M. 74.12 g/mol, p.e. 34.6 °C, n}’
1.35, p? 0.7134 g/cm* A temperatura ambiente, es un liquido incoloro, muy inflamable.
N-butanol.

CHs (CHy)30H, de calidad Sigma Aldrich, 99.8 %, P.M. 74.12 g/mol, p.e. 118 °C,
n2® 1.399, p20 0.81 g/cm* A temperatura ambiente, es un liquido incoloro, e inflamable. Es
extremadamente irritante para los o0jos, el contacto repetido con la piel también puede

causar irritacion.
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311 Purificacion del PHB.

Para la purificacion del poli (3-hidroxibutirato) se realizé la precipitacion en etanol de la
solucién del polimero en cloroformo, bajo agitacion. El experimento debe realizarse en
proporcion 1:10 (1 mL de solucion de polimero en cloroformo por cada 10 mL de
alcohol).

3.1.2 Purificacion de los solventes.

La purificacién de los solventes se llevo a cabo a través de una destilacion simple (i.e El
etanol se destila a una temperatura de 78.4 °C y el triclorometano (cloroformo) a 61 °C).
Los solventes utilizados fueron de calidad Merck. Otras sustancias quimicas fueron

empleadas sin previa purificacion.

3.2  Métodos.

3.2.1 Estudio de degradacion del poli (3-hidroxibutirato).

El material en estudio fue degradado mediante una degradacién térmico-oxidativa. Se peso
una masa conocida de PHB en una cépsula de porcelana. La estufa se prepard a una
temperatura constante de 180 °C y se colocé la capsula con la muestra por un periodo de
30 minutos. Luego se retird la muestra, se dejo que alcanzara el equilibrio térmico y se
coloco en la desecadora. Para evitar la contaminacion, se mantuvo protegida la capsula con
una cubierta de vidrio de mayores dimensiones. Se estudio la degradacién por la variacion
del peso molecular determinado por GPC.

3.2.2 Preparacion de membranas densas de poli (3-hidroxibutirato).

Se prepara una disolucion concentrada del polimero en cloroformo. Luego de haberse
disuelto todo el soluto, se deposita el contenido de la disolucidon en una placa petri y se

coloca la tapa de la placa petri cuidadosamente. Se puede dejar 24 horas a temperatura
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ambiente o se puede poner a 30 grados en la estufa por un periodo de tres horas
aproximadamente. Una vez que se evapora el solvente, se despega de la placa la
membrana con ayuda de la espatula de mango fino, si la membrana estd muy adherida al
vidrio puede usarse un poco de agua destilada para ayudarla a separarse. Posteriormente se

mide el grosor y las dimensiones de la membrana con ayuda de una regla y un micrémetro.

3.3 Técnicas de caracterizacion.

331 Anélisis por espectroscopia FTIR.

En el analisis del P (HB-g-VAc) se utiliz un espectrometro infrarrojo con trasformada de
Fourier (FT-IR) Jasco FT/IR- 460 Plus (Jasco Instrument Corp., Japon), controlado por
una computadora personal Pentium-4 que utilizé el software Jasco. Las muestras (en el
orden de los miligramos) se colocaron en el interior de la celda, en su forma soélida usual y
se midi6 el espectro IR realizando 64 barridos a una resolucion de 2 cm™, una velocidad de
barrido de 2mm/s y una ganancia de 4.

Los estudios de espectroscopia infrarroja por espectros de transmitancia de los
copolimeros P (HB-g-MBu) y P (HB-g-AM) se llevaron a cabo utilizando un
espectrémetro Bruker Vertex 70 , a 520 barridos con una resolucién de 4 cm™. Los
espectros fueron corregidos de su linea base. La muestra se prepar6 en forma de pastillas
de KBr. El estudio se llevo a cabo con un accesorio de reflectancia difusa EasiDiff.

Por su parte el estudio de FTIR del copolimero P (HB-g-AAm) se realizd en un
espectrometro Thermo Nicolet Magna 550. Los espectros se midieron en modo de
transmitancia, en el rango de 400-4000 cm™. La zona de corrimiento de muestras del
equipo fue equipada con un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR por sus siglas en

ingles) que contiene un cristal de Germanio (numero de serie del dispositivo:
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ACJ9300125) con el proposito de obtener espectros de transmitancia y absorbancia. Se
tomaron aproximadamente dos miligramos de muestra. La muestra estaba en forma de
s6lido seco. Se realizaron 50 scans/min a una resolucion de 4 cm™.

3.3.2 Andlisis por Resonancia Magnética Nuclear.

Se realizé la técnica de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de los nlcleos *H, 2*C y
DEPT del P (HB-g-VAC). Los espectros se registraron mediante un espectrometro Bruker
Ac-250F a las frecuencias de 250 MHz y 62.9 MHz en tubos de 5mm de didmetro interior.
Las muestras se disolvieron en cloroformo deuterado. Se usé tetrametilsilano (TMS) como
referencia interna, respecto a la que se reportan los corrimientos quimicos (ppm). Los
espectros se registraron a la temperatura de 300K. Para los copolimeros P (HB-g-MBuU) y
P (HB-g-AM) no se realizo el analisis de RMN porque los productos resultaron ser
insolubles en todo solvente estudiado, lo que no permitié dicho andlisis. Los estudios de
RMN de los nudcleos *H 'y *3C de los copolimeros de P (HB-g-AAm) se llevaron a cabo
utilizando un espectrometro Mercury 400 BB a la frecuencia de 400 MHz. Se utilizé la
técnica de correlacion de enlace multiple heteronuclear (HMBC) para detectar enlaces de
correlacion a larga distancia entre carbonos y protones de las muestras.

3.3.3 Anélisis por espectroscopia Raman.

Los espectros Raman se realizaron con un detector de tipo CCD Peltier, adecuado a una
temperatura de -70 °C. El detector estd acoplado a un microscopio 6ptico de alta
resolucion Renishaw inVia (Leika). Los micrograficos utilizan un filtro dptico de paso de
banda adicional (rejillas de 1800 g/ mm). Las lineas de excitacion utilizadas fueron 614 y
633 nm y las mismas no presentaron diferencias significativas. Solo se realizaron estudios

Raman en el P (HB-g-VAC).
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3.34 Anélisis por difraccion de rayos X.

Para obtener el difractograma de rayos X, se utilizé la técnica de rayo ancho (WAXS), en
polvo, en un equipo modelo Enraf Nonius generador de rayos x con filtro de niquel (Ni) y
radiacion de cobre k a de A= 1.5406 A en un rango de 20 entre 6-60°, a una velocidad de
0.1/3s. Solo se realizaron estudios de difraccién en el P (HB-g-VAC).

3.35 Andlisis termogravimétrico.

Para el andlisis del P (HB-g-VAc) se utilizd la técnica termogravimétrica con un equipo
Mettler TA 4000, a una velocidad de calentamiento de 20 °C/min. El intervalo de
temperaturas fue entre 50 y 600 ° C y la masa de las muestras entre 5-15 mg. Los andlisis
se realizan en presencia de oxigeno. Posteriormente, en el estudio del efecto del solvente
se utilizo en el andlisis calorimétrico un equipo Q500 TA Instruments, a una velocidad de
calentamiento de 10 °C/min, utilizando el mismo intervalo de temperatura y peso de las
muestras. Las propiedades térmicas de los materiales obtenidos en el estudio del efecto del
solvente en la polimerizacion de injerto del VAc en el PHB fueron investigadas por
calorimetria diferencial de barrido (DSC), en un equipo TA Instrument 2920, en
atmosfera de nitrégeno. En los experimentos de DSC, primeramente la muestra se calent6
de -30 °C a 180 ° C (primer calentamiento de barrido), a una velocidad de calentamiento de
10 °C/min, y se mantuvo por algunos minutos a 180 °C. Luego de eliminar la historia
térmica del material, se repitié el procedimiento, se calentd de -30 °C a 180 ° C, a una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min (segundo calentamiento de barrido). Las
temperaturas de transicion y las entalpias se determinaron de los picos exotérmicos y

endotérmicos en la segunda corrida. Los estudios calorimetros de los copolimeros P (HB-
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g-MBu), P (HB-g-MA) y P (HB-g-AAm) se realizaron en los mismos equipos

anteriormente descritos y siguiendo el mismo procedimiento.

3.4  Estudio de la cristalinidad.

34.1 Por DFRX.

El analisis del grado de cristalinidad se realiza por medio del difractograma. Los
porcentajes de cristalinidad se calculan para muestras de igual peso. Los picos cristalinos
son bien definidos en el difractograma y el grado de cristalinidad X_. se define como la

relacion entre las areas para los difractogramas normalizados:

[(Area total) — (Area amorfa )|

X, = >
‘ (Area total)

(Ecuacioén 35)

Todas las muestras fueron envejecidas como minimo quince dias, tiempo al cual se obtiene
la méxima cristalizacion de estos materiales.

3.4.2 Por FTIR.

Los cambios en el grado de cristalinidad fueron observados por espectroscopia FTIR,
analizando el inverso de la intensidad relativa de la banda situada a 1185 cm™ la cual
presenta mayor sensibilidad en intensidad entre los estados fisicos amorfo y cristalino y la

banda a 1382 cm™ la cual es insensible a estos cambios.

A A -
A (PHB) = YCHy _ T13820m7 (Ecuacién 36)
AyC—O—C 1411850m—1
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Entonces, se define el indice de cristalinidad como la razon entre las intensidades
(absorbancia) de las bandas 1382 cm™ y 1185cm™ en el espectro FTIR de absorbancia
normalizada. Este indice de cristalinidad no es una medida absoluta del grado de
cristalinidad, pero es un dato Gtil desde el punto de vista comparativo.

Otro criterio que se siguié para la determinacion cualitativa de la cristalinidad de los
materiales poliméricos estudiados es el criterio de cristalinidad (CC). EI mismo se define

como la relacion entre el valor de la absorbancia a 1722 cm™ y 1740 cm™.

A _
cc = SLrz2em™ ( Ecuacién 37)
A1740 cm—1

3.5  Determinacion de pesos moleculares por cromatografia de permeacion de
geles.

Para la determinacion de las masas moleculares promedio por cromatografia de
permeacion de geles (GPC) se utilizé una bomba de la firma KNAUER HPLC PUMP 64
acoplado a un detector de indice de difraccién diferencial de la KNAUER. Se utilizaron
columnas PL-Gel de 10 conectadas en serie (102 A, 103 A, 104 A, 105 A, y 106 A). Como
fase mavil se utiliz6 el THF, a un flujo de ImL/min, 20 L de volumen de inyeccién y se
registré una presion de 10 MPa. Se utilizaron para la curva de calibracién, estandares de
poliestireno de baja polidispersidad. Para la preparacion de la muestra se disolvio el PHB

en una solucion cloroformo/ THF.

3.6 Estudio de hinchamiento de los copolimeros por injerto.
El estudio de hinchamiento se realiza sumergiendo una membrana del material polimérico

(PHB, copolimero por injerto) en el solvente en estudio por periodos o intervalos de
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tiempo definidos, en que se saca la membrana del solvente, se seca y se pesa. Se continta
el procedimiento hasta que la membrana mantenga un peso constante. Posteriormente se

calcula el grado de hinchamiento.

(m — mo) ,
S(%) = — 100 (Ecuaciéon 38)

Donde S es el grado de hinchamiento, mo es la masa del polimero inicial y m es la masa
del polimero hinchado.

Se estudio el hinchamiento de PHB en el mondémero con el propodsito de conocer la
magnitud de la difusion del mismo en el interior del sustrato. Adicionalmente se estudi6 el
hinchamiento del copolimero obtenido en agua bidestilada para evaluar el caracter
hidrofilico de los diferentes materiales. Todos los experimentos de hinchamiento se
realizaron a la misma temperatura (27°C) y condiciones de laboratorio. Los estudios se

realizaron con membranas de igual peso y con reproducibilidad.

3.7 Sintesis de los copolimeros por injerto.

Los experimentos de irradiacion se llevaron a cabo en un sistema al vacio, a temperatura
ambiente. Se utilizaron a) peliculas densas de PHB /acetato de vinilo en solucién de etanol
(PHB (1g))/ VAc (300 g) y b) PHB en polvo / acetato de vinilo (PHB (1g))/ VAc (6 g).
Las muestras se expusieron a una fuente de rayos gamma (®°Co), con una tasa de dosis de
1,57 kGy/h. El copolimero obtenido se purifico utilizando un Soxhlet y suficiente etanol y
acetona durante 24 horas. Con este procedimiento se eliminan el mondémero acetato de
vinilo que no reacciono y el homopolimero poli (acetato de vinilo) que se obtuvo como
producto colateral de la reaccion. El copolimero P (HB-g-VAc) obtenido se secé al vacio

a 40 °C hasta alcanzar un peso constante.
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Para determinar el grado de injerto W (%) en la reaccion de copolimerizacion se utilizo la

siguiente ecuacion:

(mg - m)

i

W (%) = * 100 ( Ecuacién 39)

Donde m; (g)es el peso original del polimero base (PHB) y m,(g) es el peso del
copolimero por injerto producto de la reaccion de injerto. Esta variable (W (%)) es una
alternativa para determinar el grado de injerto a través del incremento de masa.

En este estudio se introducen dos nuevos parametros para determinar el grado de injerto.
Uno de ellos es la composicion (C(%)) y el otro es el indice de injerto (yg (%)).

La composicion se determina por medio de la siguiente ecuacion:

(Cw) = (%) «100 ( Ecuacién 40)

Donde m.(g) es la masa del material analizado (por ejemplo la masa de PVAc injertado
en el PHB) y m; (g) es la masa total de la muestra (por ejemplo m (PHB) + masa de
PVAc injertado en el PH). Desde el punto de vista del grado de injerto la Gnica diferencia
entre W (%) vy (C(%)) es la forma en que ellos son utilizados para calcular el grado de
injerto ya que estos parametros representan una medida de distribucion de masa en el

material polimérico en estudio.

Por otra parte el indice de injerto (yg (%)) se determina por la siguiente ecuacion:

n .
(yg(%)) = (n—a) 100  (Ecuacion 41)

ct

Donde n.; es el numero de carbonos injertados en el PHB (carbonos cuaternarios

sustituidos) y n.; es el numero total de carbonos terciarios presentes en el polimero. En
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base a los estudios realizados por Trudy et al., los carbonos terciarios del PHB son los
més favorecidos en la formacion de radicales cuando el polimero es expuesto a las
radiaciones gamma (43). Por consiguiente la ecuacion 41 solo depende de la estructura del
copolimero y se expresa en porcentaje de carbonos injertados.

Por su parte, en el estudio del efecto del solvente, en la copolimerizacion por injerto
radioinducido del VAc en el PHB, los experimentos se llevaron a cabo en &mpulas selladas
al vacio a temperatura ambiente. Se utilizaron 200 mg del PHB, los cuales se adicionaron a
0.5 mL de acetato de vinilo y 1 mL de solvente. La relacion polimero monémero fue m
(PHB)/ m (VAc)= 2.32. La mezcla mencionada fue sometida a una fuente de rayos gamma
%Co a una tasa de dosis de 1.62 kGy/ h y una dosis de 10 kGy. Para el estudio del efecto
del solvente se utilizaron: acetato de etilo, n-butanol, éter dietilico, hexano y acetona. Para
la comparacion se llevo a cabo la reaccion en masa. El copolimero obtenido se purificd
utilizando un Soxhlet y suficiente etanol y acetona durante 24 horas. El copolimero P (HB-
g-VAc) obtenido se secd al vacio a 40 °C hasta alcanzar un peso constante.

La copolimerizacion por injerto radioinducido del &cido metacrilico y el metacrilato de
butilo se Ilevaron a cabo en las mismas condiciones de reaccion que el estudio del efecto
del disolvente de la reaccion de injerto del VAc en el PHB por la misma técnica. Para el
estudio del efecto del solvente se utilizaron: etanol, cloroformo y acetona. Para la
comparacion se llevé a cabo la reaccién en masa. El copolimero obtenido se purifico
utilizando un Soxhlet y suficiente acetona durante 24 horas. Los copolimeros P (HB-g-
MBu) y P (HB-g-AM) obtenidos en cada caso se secaron al vacio a 40 °C hasta alcanzar

un peso constante.
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Los experimentos de irradiacién para la obtencion del P (HB-g-AAm) se llevaron a cabo
de la siguiente manera: se adicionaron 400 mg de PHB a 1 g de mondmero acrilamida,
luego se adicionaron 3 mL del solvente a la mezcla anterior. La relacion polimero/
mondmero se mantuvo en 2.32 al igual que los experimentos anteriores. La combinacion
anteriormente descrita se expuso a una fuente de rayos gamma de ® Co a una tasa de dosis
de 0.83 kGy/h y una dosis de 10 kGy. Para el estudio del solvente se utilizaron: etanol,
metanol, acetona, acetato de etilo, cloroformo y agua. No se realiz6 la polimerizacién en
masa porque ambos polimero y monémero son solidos. En el experimento con el agua se
utilizé 1 mL del solvente y 200 mg de acrilamida, a una tasa de dosis de 1.62 kGy/h y una
dosis de 10 kGy. Se obtuvo una red polimérica semi-interpenetrada de acrilamida y PHB
(P (HB-ipn-AAm). EI procedimiento de secado de los copolimeros se realizd de manera
similar a las reacciones anteriores.

3.7.1 Sintesis del P (HB-g-VOH).

El P (HB-g-VOH) se obtuvo a partir de la reaccion de saponificacion del P (HB-g-VAc)
llevada a cabo en solucién de metanol (0.05 M de NaOH) a 25 °C por un tiempo de
aproximadamente 8 horas. EI material obtenido fue analizado por FTIR y DSC en las

mismas condiciones experimentales que el P (HB-g-VAC).

3.8  Estudio de la morfologia del P (HB-g-AAmM).

Se realizo el andlisis de la superficie del copolimero por injerto P (HB-g-AAm) y de la red
polimérica semi-interpenetrada obtenida en los experimentos donde se utilizo el agua
como solvente por medio de un microscopio electronico de barrido (SEM, por sus siglas
en inglés) JEOL JSM 5400. Se ocuparon electrones secundarios a 20 keV. Las muestras

fueron cubiertas con oro para su analisis y la distancia focal fue de 18 mm. De forma
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complementaria se utilizé una cadmara digital Fujifilm Finepix AV de 12 megapixeles para
el estudio de la red polimérica P (HB-ipn-AAm). EIl estudio de la morfologia no se

extendio al resto de los copolimeros.

3.9  Preparacion de las nanoesferas de P (HB-g-VA).

Para la preparacion de las nanoesferas de P (HB-g-VA) se utilizd el método de emulsién
de agua en aceite, por el procedimiento de extraccion del solvente. El poli (3-
hidroxibutirato) (5 g) se disolvié en cloroformo (100 mL) a 50 ° C. La solucién orgéanica se
emulsifico en fase acuosa (500 mL) conteniendo una concentracion de 4 % (w/v) de PVA
como estabilizador. La emulsion resultante fue agitada a 10000 rpm y 50 °C hasta la
extraccion total del cloroformo. Las particulas obtenidas se lavaron con suficiente agua

destilada y se secaron al vacio por 6 horas.

3.10 Anadlisis por Microscopia de Fuerza Atémica.
Para el andlisis de Microscopia de Fuerza Atémica se utiliz6 un equipo marca Jeol,
Modelo JSPM 5200. Se ocup6 el modo de obseracion topography tapping mode, que

permite visualizar la muestra en tres dimensiones.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

4.1  Consideraciones generales.

La quimica de radiaciones del poli (3-hidroxibutirato) ha sido estudiada por Trudy et al.
(43). Este grupo de investigacion es pionero en el estudio de los radicales que se forman
cuando se expone el PHB a las radiaciones gamma y realizé el estudio de la estabilidad de
los mismos por la técnica de resonancia de spin electronico (ESR, por sus siglas en inglés).
La Figura 4 indica todos los posibles radicales que se forman por radidlisis del PHB. De
acuerdo con las investigaciones de Trudy et al., y los resultados que hemos obtenido en
este trabajo los radicales mas estables son el Il 'y VI (ver Figura 1), que representan los
radicales de los carbonos metinicos y metilénicos del poli (3-hidroxibutirato)
respectivamente. De esta forma, por evidencias experimentales se conoce que el radical
del carbono terciario (metinico) del PHB estd favorecido con relacion al resto de los
radicales. Es importante destacar que favorecido no implica que el resto de los radicales no
se forman, de manera que al realizarse una copolimerizacion por injerto radio-inducido de
algin mondmero en el PHB ocurre una compleja reaccion quimica donde se forman un
sinnimero de subproductos derivados de la polidispersidad del PHB y de la formacién de
los radicales productos de la radidlisis. Otras reacciones que ocurren son el
entrecruzamiento de cadenas, la formacion de pequefios productos moleculares que traen
la obtencién de otros subproductos no deseados, el rompimiento de cadenas por
degradacion radiolitica, etc. Por lo tanto es de esperar que se formen copolimeros por
injerto de diferentes pesos moleculares y subproductos dificiles de caracterizar. Una parte

importante de estos subproductos son eliminados en la purificacion mientras que una
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minoria aln son quimicamente imposibles de separar con las técnicas quimicas actuales,
pero por las técnicas de caracterizacion que hemos utilizado conocemos que su porcentaje
es bajo. Aunque seria muy dificil comprender la complejidad de la reaccion de
copolimerizacion por injerto radioinducido en su totalidad, posteriormente en nuestro
trabajo realizamos un acercamiento al estudio del mecanismo de reaccion del injerto

radioinducido basado en las experiencias experimentales obtenidas por otros autores y las

experiencias tedricas y experimentales de nuestro grupo de trabajo.

o
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CH 0 CH 0
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Figura4 Posibles radicales formados en la radiolisis del poli (3-hidroxibutirato).
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Por otra parte es importante sefialar que el concepto de grado de injerto encontrado en la
literatura (ver ecuacion 39) se limita a calcular el grado de injerto por el incremento en
masa del polimero antes y después de la reaccion de injerto. En nuestro trabajo
profundizamos en el estudio del grado de injerto por incremento en masa Yy también se
determind el grado de injerto a través del célculo de la razon del nimero de sitios
injertados en la molécula y el del nimero de sitios posibles a injertar (ver ecuaciones 40 y
41). Estos célculos se hicieron en consideracion de que en el PHB los carbonos que son
injertados son fundamentalmente los carbonos terciarios para formar carbonos cuaternarios
sustituidos. En virtud de esto, el indice de injerto (ver ecuacién 41) puede ser aplicado a
cualquier polimero siempre y cuando se tenga una dilucidacién de su estructura quimica y
el mecanismo de reaccion de injerto. Un ejemplo claro de que el grado de injerto (ecuacién
39) limita el calculo de la proporcién en que un mondémero es injertado en un polimero, lo
constituye el injerto del VAc en el PHB. Es decir, una vez que el VAc es injertado en el
PHB podemos calcular el grado de injerto y el indice de injerto del mismo. Pero luego, el
copolimero poli (hidroxibutirato-g-acetato de vinilo) puede ser hidrolizado y obtenerse el
poli (hidroxibutirato-g-alcohol vinilico). Este Gltimo copolimero tiene el mismo indice de
injerto que el copolimero no hidrolizado, pero su grado de injerto se modificd porque ya
no existe el mismo incremento en masa con respecto al PHB dado que el grupo acetato se
ha transformado en grupo alcohol, disminuyendo el peso molecular del producto. De
acuerdo con esto el grado de injerto también debe de ser estudiado a través de su estructura
quimica. Dicho sea de paso en nuestro trabajo nos referiremos a un copolimero utilizando
la letra g de “graft” (injerto por su nombre en inglés) entre el polimero y el monémero

injertado (i.e P (HB-g-VAC)).
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4.2 Polimerizacion por injerto radioinducido del acetato de vinilo en el poli (3-
hidroxibutirato).

El estudio del injerto radioinducido del acetato de vinilo en el poli (3-hidroxibutirato) se
realiz6 fundamentalmente en cuatro tipos de experimentos (A, B, C, D), los que se

destacan a continuacién en la Tabla 1.

Tabla1l Condiciones generales de los experimentos realizados en la sintesis del copolimero
P (HB-g-VAC).

A B C D
Dosis (kGy) 23 10 10 10
m(PHB/PVAC) 1/300 1/6 1/6 1/6
Presion(Torr) 10 10 10°® 10°®
M,, 60000 60000 60000 27000
Estado de las muestras | Filme de PHB/VAc,| PHBen PHB en polvo | PHB degradado
reaccionantes. solucion de etanol | polvo /VAC IVAC en polvo /VAc
(30% de VAC) ] ]
Dispositivo. Reactor Reactor Ampula Ampula

En estos experimentos se utilizé la tasa de dosis de 26.17 kGy/min (1.57 kGy/h) y el valor
del grado de injerto (i.e W (%) ) se expresa en funcién del porcentaje de poli (vinil
acetato) injertado en todos los casos. Para estos experimentos se utilizaron en algunos
casos un reactor de vidrio (Figura 5), que se disefid previamente o ampulas de vidrio
(Figura 6), manteniendo en todos los casos condiciones de alto vacio. El uso de un reactor
te permite controlar el enfriamiento de la muestra en el proceso de desgasificacion
mediante el uso de la llave izquierda. Este proceso de desgasificacion es importante para
poder garantizar que no existan gases en la muestra. Por otra parte el uso de &mpulas
implica una mayor dificultad del manejo del experimento y el uso de una linea de alto

vacio o un reactor mas sofisticado que permita su uso.



Figura 5 Reactor utilizado para los experimentos de tipo A, B.

Figura6 Ampula de vidrio del tipo utilizada en los experimentos C, D.
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421 Resultados de los experimentos A, B de la sintesis del P (HB-g-VAC).

4.2.2 Estudio de hinchamiento del PHB en VAc.

En esta primera fase se estudio el hinchamiento en membranas de PHB, de dimensiones 1
cm? de superficie y 4 um de espesor, inmerso en VVAc puro, con el fin de conocer sobre la
absorcién de este mondmero en el polimero a injertar. Se observé que a los 15 minutos se
obtuvo el hinchamiento méximo correspondiendo al 10 % de hinchamiento del PHB en
VAc a temperatura ambiente, o sea, el PHB es limitadamente penetrado por el VAc, por lo
que el injerto en los experimentos A ocurriria fundamentalmente en la superficie. De por
si, de acuerdo a la experiencia experimental si se utilizan membranas solo es posible lograr
el injerto en el exterior y hasta cierto limite en el interior de la membrana. Esto se debe a la
cristalinidad del material.

La membrana se coloca posterior a su méximo hinchamiento, en una solucion de etanol, al
30 % de acetato de vinilo, con el propdsito de favorecer la difusion del monémero hacia el
interior del polimero en la reaccion de polimerizacion.

4.2.3 Anélisis calorimétrico de los experimentos de tipo Ay B.

En la Tabla 2 se muestran los resultados experimentales de los experimentos de tipo A y
B. En ambos tipos de experimentos se obtuvo un copolimero por injerto inducido por
radiaciones P (HB-g-VAc), pero en el experimento de tipo B se obtuvo un copolimero de

mayor composicion y grado de injerto (C(%) , W (%)) que en el experimento tipo A.

Tabla 2 Resultados de los calculos de composicion y grado de injerto en los
experimentos de tipo A y B obtenidos por gravimetria y termogravimetria.

Exp | Wo Ce | Ware | Cate

A - --- 10% 9%
B ]435%| 30,3% | 42% | 29,5%
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Los resultados anteriores pueden ser explicados por un efecto de masa m (VAc)/m
(PHB)=300. El efecto de masa indica que esta favorecida la homopolimerizacion del VAc.
La membrana o filme polimérico se desgarra y se tienen pérdidas de masa debido a un
aumento de fragilidad dada por el hinchamiento en VAc y la posterior exposicion a altas
dosis de radiacion, la cual puede producir degradacién por escisioén de cadenas del PHB.
Por esta razén no se pudo calcular el grado de injerto y la composicién por anélisis
gravimétrico (Wg y Cgen la Tabla 2). Ademas se observo que la membrana se cubri6 con
una capa viscosa de PVACc, y luego de ser lavada en el soxhlet, se observa un cambio en la
solubilidad del producto. Estas observaciones son consistentes con la formacién de
copolimero por injerto en la superficie en forma de tamizaje, lo que podria tener uso en la
inmovilizacion de proteinas 0 como membrana selectiva. Sin embargo la dificil
manipulacion de las membranas y la posterior insolubilidad hace que se decida trabajar el
PHB en forma de polvo.

Una membrana representativa de los experimentos de tipo A, fue analizada por analisis
termogravimétrico (ATG). En la Figura 7 se muestra el termograma obtenido en un equipo
Mettler 4000, al aire, a una velocidad de calentamiento de 20 °C/min. El termograma
muestra el comportamiento de un copolimero por injerto, mostrando primeramente la
descomposicion del PHB a 290 °C y después a 310 °C, el pequefio escalon de la
descomposicion del PVAc injertado. La evaluacion del termograma es de un copolimero
por injerto de composicién: 9 % de PVAc y 91 % de PHB (Catc) (Tabla 2). En el mismo

se tiene una masa residual de 0.03 mg que representa el 1,5 % de la masa inicial.
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Figura 7 ATG realizado al producto de la reaccion en experimentos de tipo A.
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Figura8 ATG realizado al producto de la reaccion en experimentos de tipo B.

Comparativamente, en la Figura 8 se muestra el termograma obtenido al realizarse el
ATG&DTG al producto obtenido en los experimentos B. El termograma también muestra
el comportamiento de un copolimero por injerto. Se observa con claridad la presencia de

tres saltos (pasos) en la curva de pérdida de peso. Esto se debe a que los procesos de
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descomposicion del PHB y el PVAc no son los mismos y por ende el PVAcC se
descompone en dos pasos en su curva caracteristica de pérdida de peso. En este
termograma se ve con mayor claridad la formacion del copolimero por injerto.

El andlisis del diferencial gravimétrico (DTG, por sus siglas en inglés) define la
temperatura de la velocidad maxima de descomposicion de estos tres pasos. El primer
salto ocurre a 295 °C como temperatura caracteristica del PHB. La segunda y tercera etapa
del termograma corresponde a la descomposicion térmica del poli (acetato de vinilo), que
ocurre por la via del sustituyente. EI mecanismo de descomposicion de estas ultimas dos
etapas podria estar dado, por la inicial descomposicién del &cido acético de la escision y la
posterior descomposicion térmica del polimero diénico. Es decir, la descomposicién
térmica poli (acetato de vinilo) procede por un mecanismo molecular con produccion del
acido y la olefina correspondiente. En este caso, el mecanismo descrito se repite a lo largo
de la cadena polimérica del PVAc, favorecido por el doble enlace formado en la unidad
estructural anterior. En la Figura 8 las temperaturas que corresponden a las velocidades
méaximas de descomposicién de estas Gltimas dos etapas de descomposicién del PVAc son
339 °C y 440 °C respectivamente. La evaluacion del termograma corresponde a un
copolimero por injerto de composicion Care= 29.5 % de PVAc y un grado de injerto
Watc=42% (ver Tabla 2).

En los experimentos de tipo B, se obtuvieron buenos resultados con una excelente
correspondencia entre las técnicas utilizadas, que resulto de manera concluyente en la
obtencion de copolimeros por injerto de una composicion de 29.9 % de PVAc y un grado
de injerto de 42.7 % de PVAc aproximadamente. Estos experimentos fueron mas

avanzados con relacion a los experimentos de tipo A (87).
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Como se habia mencionado anteriormente, por medio de la determinacion de los carbonos
injertados en el PHB, obtenidos en la reaccion de polimerizacion por injerto radioinducido,
es posible calcular el numero de sitios que han sido injertados en las moléculas de PHB y
que porciento representan del nimero total de sitios posibles a injertar. En este trabajo se
utiliza la técnica de RMN-"C para determinar el indice de injerto de moléculas de PVAc
en PHB.

En los espectros RMN (Figura 9) se encontraron carbonos de ~CH~ del PVAc, unidos a
los carbonos terciarios del PHB (carbono 10). La sefial de los carbonos 10, aparece
sumergida en la sefial del cloroformo, en los 77,23 ppm, por eso se realizo la técnica de
mejoramiento de la linea no distorsionada por transferencia de polarizacion (DEPT por
sus siglas en inglés (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer)). Esta técnica
es muy Util para determinar la presencia de carbonos primarios, secundarios o terciarios, lo
que se realiz6 para verificar que la sefial a 77,23 ppm fuera primaria, secundaria o
terciaria, concluyéndose que pertenecia a un carbono metinico (carbono terciario), en este
caso el carbono 10, correspondiente al -CH- del acetato de vinilo. Con los datos obtenidos
en la cuantificacion por extension de NOE (se describe como la variacion de la intensidad
que experimenta la sefial de un nucleo X al irradiar un nicleo A con el que X se encuentra
en acoplamiento dipolar) se trabaja en el calculo de la ecuacion de indice de injerto ( ver

Tabla 3).

Tabla 3 Asignacion para la determinacion del indice de injerto.

Asignacion Sefial Integracion
~C1oH~ (PVAC) 77,23 ppm 0,03
~CgH~ (PHB) 67,58 ppm 0,09
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Ecuacion para el calculo del indice de injerto de acetato de vinilo en el PHB:

(o)) = (5) 100 = 9% _ 354100 = 25%
Nt (0.03 + 0.09)
Es importante sefialar que este calculo se esta realizando asumiendo varios puntos. El
primer punto es que es posible utilizar la ecuacion indice de injerto, porque los carbonos 9
(carbonos cuaternarios), los cuales no pudieron ser determinados por resonancia magnética
nuclear, se encuentran en una proporcion equivalente a los carbonos 10 (Figura 9). Luego,
en segundo lugar, esta asuncion proviene del hecho de que al formarse el radical del PHB
por el sitio que consideramos mas estable (radical del carbono terciario del PHB) el doble
enlace del acetato de vinilo se adiciona por el CH, dado que esa reaccion tiene menor
energia de activacion que la adicion por el CH, del acetato de vinilo, ya que los grupos
funcionales crean impedimento estérico. Un tercer punto a analizar es que las evidencias
experimentales confirman estas asunciones. Entonces se desprende que si las sefiales
obtenidas de los carbonos CH del acetato de vinilo injertado tienen una igual proporcién a
los carbonos cuaternarios del copolimero , la razon entre los carbonos CH del acetato de
vinilo injertado y los carbonos terciarios del PHB, me ofrecen en cierta extension una
magnitud de cuanto injerto hubo en el copolimero. Sin embargo si se razona el hecho de
gue no es posible separar el PHB del PHB injertado de la muestra, entonces de manera
concluyente los valores calculados son una aproximacién al valor real. Como el carbono
cuaternario no pudo ser observado por esta técnica se estima que el porcentaje de carbonos
cuaternarios podria ser menor del 5% en la muestra que se estudia, lo que sus cantidades

son insuficientes para ser cuantificado (87).
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Ademas de los planteamientos descritos en las consideraciones generales, otro criterio que
apoya a la existencia de la ecuacion de “indice de injerto”, es que si las cadenas del
polimero injertado son muy largas, el valor del grado de injerto puede tomar valores
superiores al 100 %, lo que pierde sentido fisico. Sin embargo el célculo del indice de
injerto no permite que la magnitud del injerto sea mayor que la unidad (100 %), lo que

corresponde al injerto del total de todos los sitios posibles a injertar.

4.3  Caracterizacion quimica fisica del copolimero por injerto P (HB-g-VAC).

4.3.1 Caracterizacion estructural del producto obtenido en experimentos de tipo
B.

Es bien conocido que existe una intima relacion entre las propiedades de los polimeros,
sus estructuras quimicas y sus composiciones, por lo tanto cualquier investigacion
relacionada con ellos debe abordar como aspecto esencial el problema de Ia
caracterizacion estructural de los compuestos.

Muchas de las técnicas utilizadas para el analisis y caracterizacion quimica fisica de los
copolimeros obtenidos por copolimerizacion por injerto radioinducido han sido
mencionadas en conjunto con los copolimeros citados anteriormente.

No obstante, es necesario destacar las técnicas utilizadas en este trabajo. Entre las técnicas
mas aplicadas se encuentra el analisis térmico.

En la literatura se encuentran numerosos trabajos sobre el ATG y DSC del PHB y sus
copolimeros), asi como sus mecanismos de degradacion térmica, hidrolitica y radiolitica y
las cinéticas de estos procesos (88) (89) (90) (91) (92) (93) (94). En este trabajo se realiza

el ATG&DTG para determinacion cualitativa y cuantitativa de los copolimeros por injerto.
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Dentro de este contexto, como ya se habia mencionado el injerto por copolimerizacion
radioinducida en el PHB ocurre fundamentalmente por el carbono terciario del PHB. Esto
fue demostrado experimentalmente por Trudy et al. (43) , por Resonancia Magnética de
Spin Electronico y habia sido estudiado en compuestos modelos algunos afios antes por
Sevilla y et al. (95). Por lo tanto en este trabajo no fue necesario demostrar la posicion
del sitio de injerto, pues los resultados espectroscopicos confirman los experimentos
realizados por estos investigadores.

La otra técnica utilizada para la caracterizacion del copolimero por injerto radioinducido
es la espectroscopia RMN (RMN-'H y RMN-"*C). La espectroscopia RMN ha demostrado
no solo ser el método mas potente para las investigaciones micro-estructurales de
polimeros, sino que en ocasiones es el unico método confiable en la dilucidacion de
copolimeros. Se pueden encontrar diversidad de investigaciones donde se utiliza esta
técnica para la caracterizacion del PHB (96) (97). Sin embargo, es importante destacar
que pocos autores han incursionado en la caracterizacion microestructural de los
copolimeros por injerto producidos por copolimerizacion de injerto radioinducido de
mondmeros hidrofilicos en el PHB. De las pocas referencias que existen se habia
mencionado anteriormente a Tao Jiang et at (77) que propuso un espectro de resonancia,
en este caso RMN-'H para el P (HB-g-Ip) y Herong et al., que realizaron el estudio de
RMN-C del anhidrido maleico injertado en el PHB por polimerizacién de injerto
radioinducido (78). El analisis realizado indica que el resto de los autores que han
trabajado esta area de investigacion no realizan un analisis microestructural, por ejemplo el
grado de injerto, en todos los casos vistos es determinado por termogravimetria como la

razon entre el aumento en peso y el peso del polimero a injertar. En este trabajo se
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analizan por RMN-'3C y 'H la estructura de los materiales obtenidos cuando la solubilidad
de los productos lo permite, ya que en algunos casos los materiales poliméricos obtenidos
son insolubles en la mayoria de los solventes organicos deuterados que existen haciendo
muy dificil la determinacion de los mismos por esa técnica.

También se han utilizado para caracterizar los materiales poliméricos las técnicas FTIR,
Raman, y DFRX. Por medio de las mismas se comprueba la presencia de un copolimero
por injerto y se realiza el analisis de la cristalinidad antes y después de la reaccion de
injerto. Los estudios de cristalinidad en polihidroxialcanoatos, se realizaron por vez
primera por Steven et al., utilizando la espectroscopia FTIR (98). En las investigaciones
de estos autores se calcula el indice de cristalinidad segln la razén entre las bandas que
son més sensibles y las que son menos sensibles a los cambios fisicos. Mediante estos
andlisis se puede predecir la respuesta del material a una reaccidén puesto que la zona
amorfa es generalmente la que mayor grado de transformaciones quimicas experimenta.
Galego et al., estudiaron la cristalinidad del PHB y sus copolimeros por difraccion de
rayos X (99). Al parecer, las investigaciones realizadas por DFRX fueron basados en los
estudios de Skrbic et al., los cuales realizaron un riguroso trabajo en la caracterizacion del
PHB por esta técnica (100).

En este trabajo se presentan los espectros FTIR, Raman y los patrones de DFRX del PHB
y sus copolimeros por injerto radioinducido de VAc en PHB. Que sepamos no existen en
la literatura estudios previos por espectroscopia Raman en estos polimeros. En este marco,
el estudio realizado por Simopu et al., sobre la caracterizacion del PVAc por
espectroscopia Raman, fue de gran utilidad en la dilucidacion de los espectros obtenidos

(101).
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4.3.2 Anélisis del copolimero P (HB-g-VAc) por RMN.

En la Figura 9 se muestra el espectro RMN- *3C del P (HB-g-VAc) de los experimentos de
tipo B, y en la Tabla 4 se representa la asignacion de sus principales sefiales. El andlisis del
espectro muestra los corrimientos quimicos (8) en ppm de los diferentes atomos de

carbono del copolimero, que se identifican en la Figura 9 como 1, 2, 3, 4,5, 6, 10, 7y 8

respectivamente.

Tabla 4 Asignacion de las principales sefiales de los espectros de Resonancia Magnética
Nuclear RMN-'3C, RMN-'H del P (HB-g-VAc) en experimentos de tipo B.

No Asignacion Sefial en RMN-
Carbono Representacion B3C & (ppm)
1 (C1) -[OCO-CH,-CH(C * H3)],-g-[CH,CH(OCO-CH3)],.- 19,7
2 (C2) -[OCO-CH,-CH(CH3)]-g-[CH,CH(OCO- C * H3)] - 20,9
3 (C3) -[0OCO-CH,-CH(CH3)],-g-[ C * H,CH(OCO-CH3)] - 39,1
4 (C4) -[0CO- C * H,-CH(CHj)]s-g-[CH,CH(OCO-CH3)] - 40,7
5 (C5) -[0CO-CH,- C * H(CHs)],-g-[CH,CH(OCO-CH3)],- 66,3
6 (C6) -[OCO-CH,-CH(CHj3)]--g-[CH, C * H(OCO-CH3)] - 67,6
7 (C7) -[0 C * O-CH,-CH(CH3)],-g-[CH,CH(OCO-CH3)] - 169,1
8 (C8) -[OCO-CH,-CH(CH3)],-g-[CH,CH(O C * O-CH3)],,- 1704
9 -[0OCO-CH,- C * (CHy)l,
(C9) C|H(OCO-CH3) SNI
chm
10 -[OCO-CH,-C(CH,)],
|
(C10) C #H(OCO-CH;) 77,2
cLam
11 | cloroformo Cl,C*H 76,5-77,5
Hidrogeno Representacion Sefial en RMN-
'H 5 (ppm)
1 A -[OCO-CH,-CH(CH*3)],-g-[CH,CH(OCO-CH3)] - 1,24-1,26
2 B -[0CO-CH,-CH(CH3)],-g-[CH*,CH(OCO-CH3)] - 1,75
3 C -[OCO-CH,-CH(CH3)],-g-[CH,CH(OCO-CH*3)] - 2,00
4 D -[0CO-CH*,-CH(CH5)],-g-[CH,CH(OCO-CH3)] - 2,49-2 54
5 E -[OCO-CH,-CH(CH3)],-g-[CH,CH*(OCO-CH3)] - 4,85
6 F -[0CO-CH,-C H*(CH3)].-g-[CH,CH(OCO-CH3)],.- 5,22-5,25
7 | cloroformo Cl,CH* 7,26

SNI Senal no identificada; n, mEN (grado de polimerizacion), (atomo de carbono determinado por

RMN-"C), H*(atomo de hidrégeno determinado por RMN-'H).
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Con los datos obtenidos se realizaron célculos adicionales. A través de las ecuaciones 39 y
40 es posible calcular el grado de injerto y la composicion del copolimero por injerto
(Crvn Y Wrwmn), por la técnica de RMN-C. Esto se debe a que las unidades monoméricas
de acetato de vinilo e hidroxibutirato (HB) tienen el mismo peso molecular (86 g/mol),
siendo equivalente la composicion a la fraccion molar calculada cuantitativamente por
extension de NOE en los espectros RMN-'3C de la sefial de los grupos carbonilo del PVAc
y el PHB respectivamente. Entonces, se calculan las intensidades de las sefiales de los

grupos carbonilos del PHB y el PVAc y se determinan estas variables.

B n(PVAc) _m (PVAc) B Ic—o(PVAC) B
RMN ™ n (PHB) =~ m(PHB) ~ I.—o( PHB) ~

0.34 (Ecuacion 42)

c B n(PVAc) B m (PVAc) _ I.—o(PVACc)
RMN ™ n (PHB) + n(PVAc) ~ m(PHB) + m(PVAc) ~ I._o( PHB) + I._,(PVAc)

=1,1/(33,2+1,1) =0.26 (Ecuacion43)

Como se puede observar el resultado de estos analisis es Crmn =26% Yy Wrmn = 34 %. Este
resultado se manifiesta con una buena correspondencia con las técnicas de gravimetria y

termogravimetria utilizadas (87).

4.4  Andlisis del copolimero P (HB-g-VACc) por FTIR.
La técnica de espectroscopia infrarrojo fue utilizada para verificar el injerto del PVAc en
el sustrato PHB. Las Figuras 10 y 11 muestran los espectros FTIR registrados en modo de

absorbancia y transmitancia respectivamente.
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En este Gltimo la regién comprendida entre los 1000-1400 cm™ se encuentra saturada. En
los espectros no se observan nuevas bandas que correspondan al copolimero por injerto,
esto se debe a que el PHB y el PVAc presentan los mismos grupos funcionales, por tanto
solo pueden ser observadas bandas correspondientes a contribuciones de los diferentes

estados fisicos de estos polimeros.
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Figura 10 Espectro FTIR del PHB y el PHB-g-PVAc obtenido en experimentos B
(regién de 700-1500 cm™).

En la Figura 11 se muestran las bandas de valencia en los 2870-3010 cm™, que

corresponden a las vibraciones de valencia CH de la cadena alifatica.
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Figura 11 Espectro FTIR registrado en modo de transmitancia del PHB y el P
(HB-g-VAc) obtenido en experimentos B (region de 700-3500 cm™).
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Figura 12 Espectro FTIR del PHB y el PHB-g-PVAc obtenido en experimentos B
(region de 1600—1800 cm™).
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Asimismo, se observan con mayor claridad en la Figuras 11, 12 las vibraciones de
valencia C=0 en la regién 1600-1790 cm™, centrada en 1720 cm™ y se observan
diferencias en las intensidades y la resolucion de las bandas de valencia C-O-C en la
region (1280-1180 cm™), especificamente en los 1185 cm™ (d en Figura 11), 1228 cm™ (c
en Figura 11), 1279 cm™ (b en Figura 11) , al igual que la banda de doblaje Scns a los
1382 cm™ (a en Figura 11). Estas Gltimas, como se discutié con anterioridad, son de gran
importancia en el analisis cualitativo de la cristalinidad de estos materiales poliméricos

(87).

4.5  Andlisis del P (HB-g-VACc) por espectroscopia Raman.

La Figura 13 muestra los espectros Raman del PHB, P (HB-g-VAc) y PVAc en los
experimentos de tipo B. Por medio del analisis de los resultados obtenidos se evidencia
como en casos anteriores la presencia de materiales de naturaleza diferente, lo que verifica
la presencia del copolimero por injerto y por consiguiente corrobora los resultados

obtenidos por FTIR.
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A PVAC
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Figura 13 Espectro Raman del PHB-g-PVAc, PHB y PVACc (experimentos B).



78

En la Tabla 5 se reportan las asignaciones correspondientes al espectro del copolimero. Se
pueden observar la identificacion de las diferentes sefiales de las cadenas de PVAc y PHB
participando de la misma macromolécula de copolimero. No se encontraron nuevas
bandas, ni sefiales de la formacién de carbonos cuaternarios sustituidos. Sin embargo se

evidencian contribuciones de los diferentes estados fisicos de manera similar al espectro

FTIR estudiado (82).

Tabla 5 Asignaciones a las sefiales del espectro Raman del PHB-g-PVAc.

v(cm'1) sefal estructura
153 3(CO0) PVAC
364 3(CO0) PVAC
431 3(CO0) PHB
512,598,692 [ 5(COO) PHB
629 3(CO0) PVAC
838,950,1059 | v(C-C) PHB
895,1070 v(C-C) PVAC
1100 3(CHs) PHB
1133 3(CHa) PVAC
1218-1404 || 5(CHY) PHB
1446 3 (CHy) PVAC
1526 O6(CH) | PVAc, PHB
1730 v(C=0) | PVACc, PHB

4.6  Analisis por microscopia ¢ptica de alta resolucion.
De los experimentos de microscopia Optica de alta resolucion realizados al PHB, PVAc y
PHB-g-PVAc (Figura 14), se puede observar una vez méas, que estamos en presencia de

materiales de diferente naturaleza. La micrografia del PHB muestra una superficie lisa,
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caracteristica de la fragilidad de este material. Por otro lado, la imagen del PHB-g-PVAc
no presenta cambios morfoldgicos apreciables a esta resolucion con respecto a la del PHB.
Lo que puede inferirse que el injerto del PVAc en el PHB ocurre sin afectaciones
apreciables en la morfologia del sustrato. Comparativamente podemos afirmar que los
materiales analizados tienen propiedades Opticas diferentes, pero ya no podriamos agregar
algun otro argumento solo usando esta técnica. En el momento que se realizaron estos
experimentos no se contaba con un microscopio electronico de barrido (SEM, por sus
siglas en inglés). Sin embargo se le dio mucha importancia ya que con las técnicas
utilizadas ya estd demostrada ampliamente la veracidad de la sintesis del material. Dado
que el objetivo de la investigacion es demostrar que el material fue sintetizado y ver sus

propiedades hidrofilicas entonces ya no se profundiz6 en el estudio morfoldgico (82).

Figura 14 Imagen del PHB, PVAc y P (HB-g-VAc) por microscopia éptica de alta
resolucion: (a) PHB (b) PVAc (c) P (HB-g-VAC) (de izquierda a derecha).

4.7  Andlisis de la cristalinidad del P (HB-g-VAc) obtenido en experimentos B.
Se conoce que las radiaciones gamma pueden afectar tanto las zonas amorfas como las
zonas cristalinas de un polimero. Ha sido bien estudiado que es precisamente por las

regiones amorfas por donde comienzan a experimentarse las modificaciones quimicas. Es
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por ello que es importante conocer el comportamiento de la cristalinidad del polimero en
estudio. Podria verse como obvio que si introducimos un polimero amorfo (PVACc) en un
polimero semicristalino (PHB), el copolimero por injerto de los dos anteriores devendria
en un material menos cristalino. Sin embargo no se conoce a priori, en que extension
ocurre esta disminucién de la cristalinidad, pues depende de muchos factores
experimentales. Entre estos factores se puede mencionar que la variacion de la
cristalinidad es el efecto degradativo de las radiaciones ionizantes sobre el PHB y la
composicion del polimero injertado en el sustrato de partida. En virtud de lo
anteriormente expuesto se procede al estudio de la cristalinidad del P (HB-g-VAc) por

diferentes técnicas tales como FTIR y DFRX.

4.8  Andlisis de la cristalinidad del P (HB-g-VAc) por FTIR.

La espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fourier, es de gran utilidad para tener
un criterio de la cristalinidad de los polihidroxialcanoatos. Esto se debe a que los mismos
poseen bandas que son sensibles a los estados amorfo y cristalino. Sin embargo el valor
obtenido en esta técnica, es un resultado que solo puede ser utilizado como criterio
comparativo de la cristalinidad del polimero, con respecto otras técnicas como la
difraccion de rayos x.

Las bandas que caracterizan el enlace c-o-c son las 1279, 1228, y 1185 cm™, y se
diferencian entre si en cuanto a la resolucion y a la intensidad. Luego, el estudio de la
cristalinidad del PHB, puede seguirse por medio de la intensidad de la banda 1185 cm™, la
cual posee una mayor sensibilidad a la variacion de estados fisicos, o sea, muestra una
mayor diferencia de intensidad entre los estados amorfo y cristalino. Se puede agregar que

las bandas 1279, 1228 cm™ tienen menor resolucién que la banda 1185 cm™ (Figura 10).
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Por su parte la banda 1382 cm™, no presenta variabilidad en los estados amorfo y
cristalino, lo que nos proporciona una referencia para la determinacion del indice de
cristalinidad (Ac), que puede definirse como la variacion de las absorbancias normalizadas
de las bandas 1382 y 1185 cm™ (Ver ecuacién 36) Se realizan los calculos de A. para el

PHB y el copolimero, con los siguientes resultados:

A)/CH3 _ A1382(:m_1 _ 1,1784
A)/C—O—C Aj1gsem-1 1,9028

A.(PHB) =

Aycns _ Ai3820m1 _ 1,017
AyC—O—C Aj1gsem-r 1,718

APHB — g — PVAc) = = 0,59

Realizados los calculos correspondientes, se puede observar que el I del PHB es 0.62 y el
valor para el I del PHB-g-PVAc es de 0,59 lo que se evidencia una disminucion de la
cristalinidad de este dltimo. Al calcular el I (PHB-g-PVAC) se tuvo en cuenta restar la
absorbancia del PVAc a ese mismo nimero de onda.

En la region carbonilica del espectro FTIR, también puede ser estudiada la cristalinidad
del PHB y el PHB-g-PVAc. En la Figura 12 se muestra el espectro ampliado, se ha
considerado la regién comprendida entre los (1600 y 1800 cm™). Segin los estudios
realizados por Marchessault et al., considerando las bandas a 1722 y 1740 cm™, la banda a
1722 cm™ es caracteristica del estado cristalino de estos polimeros y la segunda es
caracteristica del estado amorfo del mismo (96). Como se aprecia la banda a 1740 cm™
presenta un hombro que sobresale a la izquierda para el copolimero, el cual puede ser

interpretado como un aumento del estado amorfo en virtud de un incremento de los grados
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de libertad conformacionales del polimero. Como consecuencia de estos analisis, segln
Cyras et al. (97), se puede definir el criterio de cristalinidad (CC) (Ver ecuacion 37). Esta
definicion es también un criterio cualitativo de la cristalinidad de estos polimeros. En la
Tabla 6 se presentan los resultados de los calculos del A.y el CC para el PHB y el PHB-g-

PVAC en los experimentos B.

Tabla 6 Estudio de la cristalinidad de las muestras de PHB y P (HB-g-VAc)

Muestra Porciento de Indice de Criterio de
cristalinidad cristalinidad cristalinidad
PHB 59 62 2.52
PHB-g-PVAC 43 59 2.12

Como se puede observar los resultados obtenidos para el A;y el CC concuerdan en una
disminucion de la cristalinidad. En este caso el analisis de CC muestra una mayor
sensibilidad, lo que podria ser explicado por el efecto de formacién del copolimero pues en
el espectro FTIR del PVAC este presenta mayor intensidad en las bandas v, (C-O-C) que

en las bandas v(C=0) (87).

4.9  Andlisis de la cristalinidad de P (HB-g-VAc) por DFRX.

La difraccion de rayos X, es la técnica mas importante para estudiar la cristalinidad. En la
Tabla 7 y la Figura 15 se muestran los resultados del porciento de cristalinidad
determinado por DFRX para el PHB y el P (HB-g-VACc) en los experimentos de tipo B, asi
como los patrones de difraccion de los mismos. Estos difractogramas del PHB y el P (HB-
g-VAc) son muy semejantes. En la Figura 15 se observa que no existen cambios

significativos en el sistema cristalino. Sin embargo, puede observarse que para valores de
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26 de 10 a 20° o el copolimero presenta un incremento en la zona amorfa lo que se traduce

en una disminucién de la cristalinidad.
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Figura 15 Patron de difraccion de rayos X del PHB y el PHB-g-PVAc en experimentos B.

El porciento de cristalinidad se calcula por esta técnica mediante la ecuacién (35). Los
porcientos de cristalinidad X, mostrados en la Tabla 7 corroboran los resultados obtenidos
por FTIR. De manera concluyente la introduccién de moléculas de PVAc en el PHB por
copolimerizacién por injerto radioinducida incrementa la fase amorfa de este material y

por ende disminuye la cristalinidad del mismo.

4.10 Estudio de hinchamiento del copolimero en agua.
Se escogid el producto obtenido de la reaccion de copolimerizacion por injerto radio
inducido de los experimentos de tipo B y se prepar6 una membrana para el estudio de

hinchamiento en agua bidestilada. Los resultados de la Figura 16 muestran que el
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hinchamiento en agua fue de 3,9 % para el PHB, 8,2 % para el PVAc y 4,1 % para el
copolimero P (HB-g-VACc), lo que estd en correspondencia con lo esperado. EI PVAc

injertado aumenta ligeramente las propiedades hidrofilicas del sustrato de partida.

86 o———o °
. / S(PVAC)=8.2%
84 4 ®
//
. / S(PHB-g-PVAC)= 4.1%
— / m
g / / T [}
€ o’/ S(PHB)=3.9%
)
—=— PHB
—e— PVAC
PHB-g-PVAC
T T T T T T T
20 40 60 80

t(horas)

Figura 16 Estudio de hinchamiento en agua de membranas de PHB, PVAc y

PHB-g-PVAC de experimentos B.

Esto podria deberse a que las cadenas de PVAc injertadas no pueden cambiar de manera
considerable las propiedades hidrofilicas del polimero de partida. Lo que podria
solucionarse con la realizacion de la hidr6lisis de los grupos laterales de las cadenas
injertadas para formar el poli (3-hidroxibutirato)-g- poli (vinil alcohol). La sintesis de este
altimo compuesto no podria ser realizada directamente, puesto que el monémero vinil-
alcohol no se ha podido obtener por ser termodinamicamente inestable.

Los resultados obtenidos estan en buen acuerdo con los estudios realizados en el

hinchamiento de los copolimeros de VAc en filmes de baja densidad de polietileno
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obtenidos por copolimerizacién de injerto radioinducido por la técnica de irradiacién

mutua (102) y los copolimeros por injerto de VAc en poli ( vinil cloruro) (103).

4.11  Analisis de los experimentos C, D.

Los resultados obtenidos se pueden considerar satisfactorios. Sin embargo en virtud de que
no se obtuvieron sefiales de carbono cuaternario substituido (Carbono 9 en Figura 9), se
realizan cambios en las condiciones de experimentacion, en vistas a obtener una mayor
dilucidacion de la microestructura del copolimero P (HB-g-PVAc); la obtencion de nuevas
sefiales que evidencien su formacion y el aumento de la composicion y el grado de injerto
del mismo. Entre los multiples pardmetros a variar, en vistas en un mejoramiento de los
resultados, se escogieron la disminucion de la presion a alto vacio (10° Torr) para los
experimentos de tipo C, D y la disminucion del peso molecular para los experimentos de
tipo D. Si tenemos en cuenta que en los experimentos de tipo A y B se realizaron con un
reactor de vidrio a una presion P=10" Torr y que el peso molecular del PHB original se
considera alto, con las nuevas condiciones escogidas se espera que aumente la
concentracion de carbonos injertados y disminuya la probabilidad de reacciones de
terminacion por formacion de peréxidos e hidroperdxidos segun se describe en la revision
bibliografica.

4.11.1  Anélisis de la degradacion térmica oxidativa.

Para disminuir el peso molecular se escogid la degradacién térmica-oxidativa del PHB.
Se conoce que el estudio de la degradacion térmica de los materiales poliméricos se puede
realizar en dos rangos de temperaturas: a temperaturas cercanas a la temperatura de fusion
y a temperaturas superiores a la temperatura de descomposicion. En este trabajo se realiza

la degradacion termica oxidativa del PHB en el rango de la temperatura de fusion como se
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describe anteriormente. La Tabla 7 muestra los resultados obtenidos de los estudios
realizados de los pesos moleculares por GPC del PHB original y el PHB degradado.

Tabla 7 Resultados de los andlisis por GPC del PHB.

Polimeros Mn Mw Mz Mw/Mn
PHB original 27000 60000 98000 2.2
PHB degradado 9000 27000 51000 3

De acuerdo con los resultados obtenidos, es de notar que el polimero original disminuyé su
peso molecular de manera considerable. EI PHB degradado muestra una mayor
polidispersidad que el PHB originalmente utilizado en los experimentos anteriores.

En la Figura 17 se muestran los cromatogramas del PHB original y degradado. Los
tiempos de retencion (tr) de los méximos obtenidos para cada material se encuentran a los
37,41 minutos y 39,86 minutos respectivamente, separdndose por 2,14 minutos, lo que

evidencia la degradacion del material.
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Figura 17 Cromatograma de permeacion de geles del poli (3-hidroxibutirato)
original y degradado.
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4,12 Caracterizacién quimica fisica de los productos de los Exp. de tipo C y D.

4.12.1  Caracterizacién por RMN-"3C de los productos de los Exp. de tipo C y D.

El resultado del analisis RMN-"3C del material obtenido en experimentos C se muestra en
la Tabla 8. El resultado obtenido es muy similar al obtenido en los experimentos B, con
ligeros corrimientos de algunas sefiales. Por ejemplo la sefial del carbono diez (C10)
experiment6 un corrimiento de 77, 23 a 77, 12 ppm. La composicion y el grado de injerto
calculados para los copolimeros sintetizados en estos experimentos fue de Crun=36 % de
PVAC ¥y Wrun = 38% de PVAc. No se pudo determinar el indice de injerto, por

dificultades en la cuantificacion de la sefial del carbono 10 en el DEPT.

Tabla 8 Asignacion de las principales sefiales de los espectros de Resonancia
Magnética Nuclear RMN-3C del P (HB-g-VVAc) en experimentos C.

No Asignacion Sefial en RMN-
Carbono Representacion B¢
3 (ppm)

1 (C1) | -[OCO-CH,-CH(C*H3)]s-g-[CH,CH(OCO-CH3)] 19,23
2 (C2) -[OCO-CH,-CH(CH3)],-g-[CH.CH(OCO-C*H3)] - 20,64
3 (C3) -[0OCO-CH,-CH(CH2)],-g-[C*H,CH(OCO-CH3)] 38,58
4 (C4) -[0CO-C*H,-CH(CHy3)],-g-[CH,CH(OCO-CH3)] 40,47
5 (C5) [OCO-CH,- C*H(CH3)],-g-[CH,CH(OCO-CH3)],.- 65,97
6 (C6) -[OCO-CH,-CH(CH3)],-g-[CH.C*H(OCO-CH3)] - 66,91
7 (C7) -[OC*0-CH,-CH(CHx)],-g-[CH,CH(OCO-CH3)] - 168,44
8 (C8) -[0OCO-CH,-CH(CH3)],-g-[CH,CH(OC*O-CH3)] 169,85
9 [OCO-CH,-C*(CHy)],

|

(C9) CH(OCO-CHy) SNI
|
CH2]m

10 -[OCO-CH,-C(CH3)],

|

(C10) C*H(OCO-CHy) 77,12
|
CH2]m

11 | cloroformo Cl;C*H 76,5-77,5




88

Por otro lado, se muestran en la Tabla 9 las principales sefiales del espectro RMN-3C del
P (HB-g-VAc) obtenido en experimentos D. En el espectro se observan las sefales
correspondientes al PHB y al PVAc participando de la misma molécula. Sin embargo no
se observa sefial alguna del carbono cuaternario substituido (C9 en Figura 9) y ni siquiera
pudo ser observada la sefial de los carbonos (C10 en Figura 9) por los cuales se realiza la
cuantificacion en los experimentos anteriores. Se determinaron copolimeros de
composicion Crun=24 % de PVACc y grado de injerto Wrmn = 31, 5%, y se asume que el
indice de injerto no puede determinarse pues la concentracion del carbono C10 estd por

debajo del limite de deteccidon de la técnica.

Tabla 9 Asignacion de las principales sefiales de los espectros de Resonancia
Magnética Nuclear RMN-3C del P (HB-g-VAc) en experimentos D.

No Asignacion Sefial en RMN-
Carbono Representacion B¢
3 (ppm)
1 (C1) -[OCO-CH,-CH(C*H3)],-g-[CH,CH(OCO-CH3)] .- 19,74
2 (C2) -[OCO-CH,-CH(CHj3)],-g-[CH,CH(OCO-C*H3)] - 20,98
3 (C3) -[OCO-CH,-CH(CHj3)],-g-[C*H,CH(OCO-CH3)] - 38,6
4 (C4) -[OCO-C*H,-CH(CH3)],-9-[CH,CH(OCO-CH3)] - 40,47
5 (C5) -[OCO-CH,- C*H(CH,)],-g-[CH,CH(OCO-CH3)] - 67,25
6 (C6) -[OCO-CH,-CH(CHj3)],-g-[CH,C*H(OCO-CH3)] - 67,61
7 (C7) -[OC*0O-CH,-CH(CH3)],-g-[CH,CH(OCO-CH3)] - 169,14
8 (C8) -[OCO-CH,-CH(CHj3)],-g-[CH,CH(OC*0O-CH3)] - 170,35
9 -[OCO-CH,-C*(CH3)],
|
(C9) CH(OCO-CH,) SNI
|
CH2]m
10 -[OCO-CH,-C(CHj3)],
|
(C10) C*H(OCO-CHjy)
|
CH2]m

11 | cloroformo Cl;,C*H 77,4-77,6
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4.12.2  Caracterizacion por ATG de los productos de los Exp. de tipo C y D.

Como puede observarse en el termograma obtenido al realizarse el ATG&DTG al
producto obtenido en los experimentos C (Figura 18), el termograma muestra el
comportamiento de un copolimero por injerto de manera similar a los resultados obtenidos
en experimentos B.

De forma similar, se observa con claridad la presencia de tres saltos en la curva de pérdida
de peso. Se detecta un ligero incremento de la temperatura de la velocidad maxima de
descomposicion del PHB con respecto al resultado obtenido en los experimentos B. Lo

mas probable debido a alguna variacion en las condiciones de registro del termograma.

20 ot

154

104 0,2

m(%)

TCc
o Ti%c)

Figura 18 ATG y DTG del PHB-g-PVAc obtenido en experimentos C.

La evaluacion del termograma corresponde a un copolimero por injerto de composicion
Catc=34 % y grado de injerto de Warc=36 % de PVAc lo cual queda reflejado en la Tabla
10. Un resultado similar fue el obtenido por Vigo et al., al injertar por copolimerizacién
radioinducida el VAc en PVC utilizando una relacion m (VAc)/m (PVC)=5, relacion

similar a la utilizada en este trabajo (m (VAc)/m (PHB)=6) (103).
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4.12.3  Conclusiones de la caracterizacién de los productos C y D.

El comportamiento de los termogramas de los experimentos de tipo D fue similar a los
descritos para los experimentos de tipo A, B y C. La evaluacion del termograma obtenido
corresponde a un copolimero por injerto de composicion Carc=24 % de PVAc y un grado
de injerto de Wars=31, 5 % lo cual queda también reflejado en la Tabla 10.

En la Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos para cada una de las técnicas
utilizadas para la caracterizacion de los copolimeros P (HB-g-VAc) obtenidos en los
experimentos A, B, C y D. Como puede observarse, continda existiendo una buena

correspondencia entre los resultados obtenidos por cada una de las técnicas utilizadas.

Tabla 10 Resultados de C, W'y y,(%) determinados en los experimentos de tipo
A, B, CyD.

Exp | We Co Wate | Cate | Wrmn CrmN ¥ (%)
— | — | 10% | 9%
435% | 30,3% | 42% | 29,5% 34% 26% 25%
48,9% | 32,8% | 36% 34% 38% 36% ---
28,7% | 22,3% | 31,5% | 24% -- -- <5%

golo|m|>

Como puede observarse en los experimentos realizados existe una buena correspondencia
entre las variables calculadas por las diferentes técnicas. Al contrario de lo que se esperaba
el grado de injerto para los experimentos D disminuyé notablemente, esto podria
explicarse por el aumento de la cristalinidad del sustrato de partida debido a la
degradacion térmica oxidativa a la cual el material fue sometido.

Los resultados més satisfactorios corresponden a los experimentos B. Los cambios

realizados en la presion de desgasificacion no produjeron variaciones significativas.
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Mitomo y et al., obtuvieron para el P (HB-g-St) una composicion de hasta 15 % de PSt,
para una reaccién de copolimerizacién en masa con relacion St/PHB de 30/70 (w/w) para
dosis 10 kGy y composiciones de aproximadamente 30% de PMMA, para el P (HB-g-
MMA) en masa para dosis de 5 kGy. Esto indica que el sistema estudiado presenta
resultados con caracteristicas similares a los resultados obtenidos en otros injertos

realizados por estos autores (75).

4.13 Estimado del rendimiento de polimerizacion.
En el sistema en estudio ocurren dos reacciones de polimerizacion independientes.

1) La copolimerizacion, con la obtencién del copolimero por injerto PHB-g-PVAC y

2) Lahomopolimerizacién del VAc con la obtencion del PVAC.

En este epigrafe se hace un balance material que permite estudiar el rendimiento de cada

una de las reacciones sefialadas. De acuerdo con el procesamiento realizado se tiene que:

masa inicial (mi) = masa del PHB (mpug) + masa del VAC (Mivac)

masa final (mf) = masa del copolimero (mPHB-g-PVAc) + masa del filtrado (mfiltrado) +
masa del producto extraido por el soxhlet (msoxhlet).

Tanto el filtrado como el producto extraido en soxhlet fueron identificados como PVAc,
mediante RMN y ATG.

Asi  mfiltrado + msoxhlet = masa de PVAc (mMPVACc) y de acuerdo con el balance
material.

mi=mf

Se calcula el rendimiento tomando como base el PVAc.

mPHB-g-PVAc - mMPHB= mPVACc en el copolimero injertado.
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(mPVAC en el copolimero injertado/ miVAc) = Rendimiento de VAc en la reaccion de
copolimerizacion = Rc

(mPVAc/ miVAc) = Rendimiento del VAc en la reaccion de homopolimerizacion= Rh

En la Tabla 11 se dan los resultados para los diferentes experimentos.

Como puede observarse, en todos los estudios realizados, se encuentra favorecida la
reaccion de homopolimerizacion, con valores en el rendimiento que oscilan entre 87 y
94%. En los experimentos C, se encontrd un ligero incremento en el rendimiento de

copolimerizacion.

Tabla 11 Estimado de los rendimientos de polimerizacion.

Mivac (9) MpHB-g-Pvac(d) | Mpvac(Q) Rc (%) Rh (%)
B 1.395 0.3900 0.1282 9.1 90.8
C 1.395 0.4324 0.1706 12.2 87.7
D 1.395 0.3284 0.0733 5.2 94.7

4.14 Estimado de la longitud de cadena de injerto.

Se realizo6 el célculo de la longitud de cadena de injerto con la finalidad de conocer la
proporcién en que las cadenas de PVAc son injertadas en el PHB por el método estudiado.
El calculo se realiza de la siguiente manera:

Para el PHB

__M—n
" Mue

>

= longitud de cadena (Ecuacion 42)
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—— _ (27000 gmol™1)

n = (314 unidades de monémero )/ macromolécula de PHB

86 gmol~1

Cada unidad monomeérica tiene un carbono terciario susceptible a injertarse y solo se

injerta el 25 % (v,(%))

Q= (Vg(%)) * X, (Ecuaciéon 43)
@ = 0.25x 314 = 79 sitios injertados por macromolecula de PHB

En la Tabla 12 se muestran los calculos de las macromoléculas de PHB y de las moléculas

de VAc injertadas, de manera que los sitios totales injertados son:

o = @ * macromoleculas de PHB ( Ecuacion 44)

0=79%584x 101% = 461.36 * 1018 = 4.61 = 102°

Asi las moléculas de VAc se distribuiran entre los sitios totales injertados en el PHB. Esta
distribucion da un valor de 2 aproximadamente. De manera que se tiene un estimado de
dos unidades monoméricas de VAc por injerto, o sea apenas un dimero de VAc resulta el

injerto.

Tabla 12 Calculo de las macromoléculas de PHB y de las moléculas de VAc injertadas.

Mn (gmol™) Masa(g) Moles* Moléculas**
PHB 27000 0.2618 9.6x10° 5.84x10%
VAC 86 0.1282 1.49x10° 8.97x10%°

*masa/, ** moles x Na (Na=6.02x1023 moléculas x mol™)
Las evidencias estructurales indican que la interaccion de los centros activos de PVAc y

los radicales formados en el PHB por la irradiacion esta dada por la reaccién de
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acoplamiento radicalico. Puede explicarse entonces que solo los centros activos mas
pequefios del PVAC, tienen la movilidad suficiente para llegar a la cadena carbonada del

polimero base y reaccionar (87).

4.15 Efecto del solvente en la polimerizacion por injerto radioinducido del VAc en
el PHB.

Para el estudio del efecto del solvente en la polimerizacion por injerto radio-inducido del
VAc en el PHB se escogieron solventes de bajo valor de constante de transferencia de
cadena y de diferentes polaridades. En este caso los solventes escogidos fueron: acetato de
etilo, n-butanol, éter dietilico, hexano y acetona. El estudio se llevé a cabo para estudiar el
mejoramiento del grado de injerto a traves del uso de solventes que facilite la difusion del

monomero al interior del polimero (104).

1 1

%/c% L l CHZ,JJ i CH_C%

rayos gamma

Poli(3-hidroxibutirato) \\ i P(HB-g-VAC)

1%

Hs O /
( / Hidrolisis —éo—c
o——=cC CHQ_’—C

4% —_— 3*

5 Saponificacion (NaOH)
HC—OH
HC _o_——c\CH3 P(HB-g-VOH)
[
o 6 CH,

Figura 19 Polimerizacién por injerto radioinducido del VAc en el PHB y la

posterior hidrélisis del copolimero.



La Figura 19 muestra el esquema de la reaccion de polimerizacion por injerto
radioinducido del VAc en el PHB y la posterior saponificacion del P (HB-g-VAc) para
obtener el injerto del alcohol vinilico (VA), es decir el P (HB-g-VA). Como se menciono
anteriormente, este injerto no puede obtenerse de forma directa porque el monémero VA
es termodindmicamente inestable y en condiciones normales tautomeriza en acetaldehido,
lo que para obtener el PVA es necesario hacerlo a través de la transformacion quimica

por medio de la hidrolisis de los enlaces éster del PVAc (104).

4.16  Anélisis térmico de los copolimeros del experimento de efectos del solvente.
La Figura 20 muestra el termograma (ATG) de los copolimeros por injerto obtenidos
bajo las mismas condiciones experimentales (PHB (200 mg)) inmerso en acetato de

vinilo (0.5 mL) y 1 mL de disolvente) (A, B,C,DyE).

1-[] N Rl 8
0.8 4
—— PHE
1 e e P(HB-g-VAc) enmasa
. ... P[HB-g-VAc) acetato de etilo
S 0.6 P(HB-g-VAc) acetona
E | P(HB-g-VAC) eter dietilico
= P{HB-g-VAc) hexano
0.4 - P(HB-g-VAc) n-butanol
0.2 4
00 | : | : : S e
300 400 500 600
T(C)

Figura 20 Analisis termogravimeétrico de P (HB-g-VAc) obtenido en diferentes
solventes.
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Para comparar, adicionalmente se realizd la reaccion en masa (ausencia de disolvente)
(Experimento F). Es importante aclarar que los experimentos A, B, C y D descritos a
continuacion no guardan relacion y no se refieren a los descritos con anterioridad sino a
los experimentos del estudio del efecto del disolvente en la sintesis del P (HB-g-VAc).

En todos los casos el comportamiento térmico fue similar. La curva TG del PHB
injertado con el poliacetato de vinilo muestra tres pasos en su curva suave de pérdida de
peso. Esto se debe a las diferencias en las temperaturas de descomposicién del PHB vy el
PVAc. Por ende el PVAc injertado, tiene dos pasos en su curva suave de pérdida de peso
caracteristica. Adicionalmente, el analisis termogravimétrico diferencial (ATGD) muestra
tres minimos en las tasas de pérdidas de peso (dW/dt) definiendo la temperatura de cada
paso. El primer paso fue alrededor de los 290 °C y pertenece a la temperatura
caracteristica del PHB. EIl segundo y tercer paso alrededor de los 339 °C y los 440 °C
corresponden a la descomposicién del PVAc injertado (no se muestra en la Figura). De
la Figura 20 se puede observar que la descomposicion del PHB en el copolimero por
injerto se puede calcular dividiendo la pérdida de peso del primer paso por la pérdida de
peso total. De los resultados obtenidos del analisis térmico se encontr6 que de las
condiciones de reaccion, la mas favorable fue la reaccion en masa (W (%)=69,7%). Los
grados de injerto obtenidos para todos los experimentos se encuentran registrados en la
Tabla 13. Los resultados obtenidos con el uso de solventes son los siguientes: (1) el
solvente mas adecuado para la reaccion de injerto es el hexano (W (%)= 26,2 %), (2) el
grado de injerto es similar cuando se utiliza el acetato de etilo (W (%)=13,2%) y el n-
butanol (W (%)=13,1%) y es bastante bajo cuando se utiliza éter dietilico (W (%)=7,7%)

0 acetona (W (%)=6,5%). Los resultados obtenidos se asemejan a los estudios de Tao et
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al., que obtuvo mayor grado de injerto comparado con otros solventes cuando utilizo

heptano para injertar isopreno en el PHB (77).

Tabla 13 Parametros termodindmicos obtenidos de los termogramas del P (HB-g-VAc).

No

416.1

Polimero
PHB

P(HB-g-VAc)
acetona
P(HB-g-VAC)
éter dietilico
P(HB-g-VAC)
n-butanol
P(HB-g-VAC)
acetato de etilo
P(HB-g-VAC)
hexano
P(HB-g-VAc)
masa
P (HB-g-VA)

Wrga (%)
0
6.54

7,7
13,12
13,21
26,27
69,75

42,85

AH. (J/9)
92,4
79,0

74,9
70,4
61,7
51,3
51,8

16
12

Te("C)
97,43
85,65

83,01
82,30
80,62
71,38
73,34

66.02
58.43

Estudio por RMN de los copolimeros.

AHp, (I/9)
103,8
96,9

96,5
91,2
80,4
82,2
66,5

31.9

Tn(°C)
170,23

174,32
166,28

173,84
164,79

173,11
163,67

173,42
163,5
170,54
168,47

162.91

AHm corr (‘]/g)
103,8
103,27

103,25
103,13
91,066
103,78
112,86

45,52

Se utiliz6 la Resonancia Magnética Nuclear RMN-C para observar evidencias de injerto

en los copolimeros obtenidos. De acuerdo con el espectro RMN-*C del P (HB-g-VAc)

(Figura 21), se puede observar una sefial a los 77,23 ppm, la cual es una evidencia

significativa de injerto. Es importante sefialar que todos los copolimeros por injerto

obtenidos en este estudio mostraron esa sefial en el RMN-13C, la cual demuestra

firmemente la formacion de un nuevo material polimérico. Sin embargo, se llevo a cabo

la posterior hidrolisis del copolimero obtenido en masa, asi como la caracterizacion

quimica fisica del polimero hidrolizado.
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Figura 21 Espectro de Resonancia Magnética Nuclear *C del P (HB-g-VAc)
obtenido en estudios del solvente (Experimento F, representativo).

4.16.2  Investigacion por calorimetria diferencial de barrido de los materiales
obtenidos.

En la Figura 22 se muestran las curvas de calor tipicas de calorimetria diferencial de
barrido para el PHB y los copolimeros por injerto P (HB-g-VAc). Se observé que los
valores de la temperatura de fusion cambiaron ligeramente. Por otro lado, con la
introduccion del acetato de vinilo, las curvas de fusidon estan aparentemente casi
invariables asi como el area de los picos. Sin embargo, los copolimeros por injerto
mostraron en algunos casos picos de fusion dobles compuestos por el pico principal y
otro mas chico a una temperatura menor que la temperatura principal.

Este fendmeno se denomina recristalizacion e implica que el injerto no solo ocurre en la
region amorfa sino ademas procede de forma heterogénea en las regiones cristalinas (35).

El pico de fusion que se encuentra a una temperatura menor se podria atribuir a la
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fusion de los cristales formados durante el proceso de enfriamiento y el pico de fusion de
mayor temperatura (principal) se podria atribuir a los cristales que recristalizaron durante
el proceso de calentamiento del material (105).

La temperatura de cristalizacion (Tc) decrece con el incremento del injerto del acetato de
vinilo, lo cual implica cambios en el comportamiento de la cristalizacion del PHB luego
de la irradiacion e injerto del acetato de vinilo.

Dado que la Tg del PVAc es 25 °C, y para el PHB es -1 °C, es natural que la Tg de los
copolimeros por injerto se incremente con la introduccion del PVAc. Por ejemplo, en el
experimento F la Tg increment6 su valor desde -1 °C (PHB) a 10 °C P (HB-g-VAc). En
la mayoria de los casos la Tg no fue observada claramente. Esto debe de haber sido
probablemente a que la técnica de calorimetria (DSC) no es la mas adecuada para la

determinacion de la temperatura de transicion vitrea (104).
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Figura 22 Curvas de DSC del PHB y el P (HB-g-VAc) obtenidos en estudio

del solvente.
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La Tabla 13 muestra los parametros termodindmicos obtenidos de los termogramas
(CDB) de las muestras de los experimentos (A, B, C, D, F y G, variables asignadas al
estudio del solvente). Se realizd un resumen de las temperaturas de fusion (Tm), la
temperatura de cristalizacion (Tc), y las entalpias de cristalizacion (AHc), las entalpias de
fusion (AHm), y las entalpias de fusion corregidas por la fraccion de peso del polimero
que conforma al copolimero por injerto, calculado por la siguiente ecuacion:
(AHm)corr=(AHm)(1+W (%))

El (AHm) de los copolimeros por injerto decrecieron en valor con respecto al incremento
del grado de injerto. Sin embargo este decremento se deba probablemente al relativo
descenso del contenido de PHB en el copolimero por injerto. Por tanto, el AHm fue
corregido. De los resultados obtenidos se observd que en algunos casos (éter dietilico,
acetona, n-butanol y hexano), el (AHm)corr permanecio practicamente invariable y en
otros casos (acetato de etilo y reaccion en masa) mostré cambios significativos. Se
podria inferir que en los primeros casos, el injerto es escasamente introducido en las
regiones cristalinas, mientras que en el segundo caso el injerto procedi6 uniformemente
en las regiones cristalinas luego de afectar las regiones amorfas del material polimérico.
Por otro lado, la Tabla 13 muestra que la entalpia de cristalizacion (AHc) disminuye con
el incremento del grado de injerto. Esto implica ademas que decline la cristalinidad del
polimero base luego del injerto del acetato de vinilo.

El valor més alto del grado de injerto se obtuvo en la reaccion en masa. La Figura 23
muestra el termograma del copolimero de injerto radio-inducido en el experimento F (en
masa). En el termograma de la primera corrida térmica no se observaron anomalias. Sin

embargo en el termograma de la segunda corrida térmica se observé un comportamiento



101

extrafio porque no se detectd el pico de cristalizacion en el enfriamiento para el P (HB-g-

VAc). Hasta el momento no existe una explicacion clara para este fendmeno (104).

A -
= S

TR =B

Heat Flow (W/g)

=
—
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ExoUp Temperature (°C) Universal V434 TA Instruments

Figura 23 Termograma del P (HB-g-VAc) obtenido por copolimerizacion

radio-inducida (exp F).
Una explicacion podria ser que ocurren cambios estructurales en el proceso de
cristalizacion provocado por la reaccion de injerto. El resultado mas interesante fue el
observado en la tercera corrida térmica cuando se detectaron tanto los minimos
exotérmicos como los maximos endotérmicos. [ES importante mencionar que este
fendbmeno solo fue observado en el experimento E. Se conoce que la habilidad de
cristalizacion del PHB se debilita debido a la introduccion del acetato de vinilo, lo que
puede entorpecer su cristalizacion. Como consecuencia de esto, el incremento del grado
de injerto (69,7%) conlleva a un incremento de la cantidad de cristales imperfectos, y por

tanto resulta en un cambio dramaético en el comportamiento de la cristalizacion.
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4.17 Estudio del P (HB-g-VA) por FT-IR.

Los estudios por Infrarrojo por Transformada de Fourier se llevaron a cabo con el
proposito de confirmar la sintesis del copolimero por injerto P (HB-g-VA). Utilizando
esta técnica se obtuvo la evidencia de injerto. La Figura 24 muestra el espectro FT-IR de

modo de transmitancia del PHB puro y el P (HB-g-VA).

Transmittance(%)

3541 cm’

——PHB

0.85 4|~ P(HB-g-VA) ‘ 1560 cm”

T T T T
2000 3000 2000 1000

wavenumber{cm’)

Figura 24 Espectro FTIR del P (HB-g-VA) obtenido por saponificacion
del P (HB-g-VAC).

Del espectro FTIR, se observaron sefiales tipicas de PHB a 1185, 1228 y 1279 cm™
caracteristicas de da (C-O-C) y una banda a 1382 cm™ caracteristico del 8 (CH3). En la
region del éster carbonilico se puede considerar la banda de valencia carbonilica C=0
(1729 cm™). Todas las sefiales mencionadas son comunes para ambos materiales. Sin
embargo, en el copolimero por injerto, se observaron dos sefiales adicionales. El pico a

los 3541 cm™ (pico ancho) corresponde a v (OH). Se puede observar en la Figura 24 la
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diferencia entre el PHB v (OH) presente en los terminales de la cadena carbonada y la
banda mas ancha del copolimero por injerto hidrolizado. La posicion del pico a los 1560
cm™ probablemente se deba al grupo alcohol y podria representar la absorcion & (OH).
La frecuencia de absorcion de la vibracion de enlace del alcohol esta bien separada de la
frecuencia de absorcion de la vibracion de valencia del grupo carbonilo. Los nuevos picos
observados son una fuerte evidencia de injerto e indica claramente la formacién de un

nuevo copolimero por injerto (104).

4.17.1  Investigacion por DSC del P (HB-g-VA).

Se llevo a cabo el andlisis térmico del copolimero por injerto P (HB-g-VAc) obtenidos en
diferentes solventes y en masa, antes y después de la saponificacion. Las propiedades
térmicas del P (HB-g-VAc) y el copolimero saponificado se investigaron por DSC. La
Tabla 13 muestra los parametros termodindmicos obtenidos del termograma. La Figura

25 muestra el termograma del copolimero por injerto P (HB-g-VA).
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Figura 25 DSC del copolimero por injerto P (HB-g-VA).



104

La primera diferencia observada entre ambos materiales se identificé en los termogramas
DSC de la primera corrida. EI copolimero hidrolizado mostré una temperatura de fusion
menor (Tm=162 °C) con respecto al copolimero de injerto del PHB con el acetato de
vinilo P (HB-g-VAc) (Tm=168 °C). Esta disminucion refleja la introduccion de los
grupos de alcohol vinilico no solamente en la region amorfa sino también en las regiones
cristalinas del PHB. Ademés en termograma de la segunda corrida se observé que la
temperatura de cristalizacion cambio su valor de 73,34 °C correspondiente al P (HB-g-
VAc) obtenido en masa, a 66,2 °C correspondiente al P (HB-g-VA) y la entalpia de
cristalizacion (AHc) cambi6 su valor de 51,77 J/g (P (HB-g-VAc)) a 16 J/g (P (HB-g-
VA)). En la tercera corrida térmica se detectd de forma andmala, otro pico endotérmico,
correspondiente a la temperatura de cristalizacion a los 58,43 °C, que implica cambios en
el comportamiento de cristalizacion. Por otra parte, el valor de la entalpia de fusién
(AHm) del P (HB-g-VAc) fue de 66,49 J/g y para el copolimero saponificado fue de
31,87 J/g, lo que difieren en aproximadamente en 34 unidades (J/g). Los resultados
confirman por la técnica de DSC que se obtuvo exitosamente el copolimero por injerto P
(HB-g-VA) (104).

4.17.2  Andlisis del grado de injerto en el P (HB-g-VOH).

El grado de injerto del P (HB-g-VA) disminuyd con respecto al P (HB-g-VAc). Esto se
debe a que el célculo esta basado en un balance de masas. La reaccion de saponificacion
implica un detrimento en el peso molecular. Este resultado sugiere que el grado de injerto
(W (%)) es dependiente de la masa. El grado de injerto deberia ser invariable pues la
hidrolisis actua en las cadenas del acetato de vinilo injertado pero no crea nuevos sitios

de injerto. Como ya se habia comentado anteriormente se hace necesario el estudio de la
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estructura quimica para determinar el indice de injerto. Sin embargo para el caso del P
(HB-g-VA) se deduce que el valor del indice de injerto es el mismo que el obtenido para
el P (HB-g-VAC) ya que la hidrolisis no afecta de forma significativa los posibles sitios a
injertar ni los sitios injertados, 1o que no se incluyd en este trabajo un estudio por
Resonancia Magnética Nuclear de este material.

4.17.3  Estudio de hinchamiento del P (HB-g-VA).

Se realizo el estudio de hinchamiento del copolimero P (HB-g-VA). La Figura 26
muestra el grafico de peso (mg) vs tiempo del PHB, el P (HB-g-VAc) obtenido por
injerto en masa ( experimento B antes del estudio de solvente), y el P (HB-g-VA)
obtenido por hidrdlisis del polimero anterior. Se realizaron las membranas densas de

sendos polimeros por el procedimiento descrito anteriormente.
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Figura 26 Estudio de hinchamiento del copolimero P (HB-g-VA).
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De los resultados obtenidos se desprende que pasadas las 24 horas de estudio del
hinchamiento en agua bidestilada, se obtuvieron los valores maximos de hinchamiento y
luego la variacién no fue importante, ya que las membranas alcanzaron el maximo
hinchamiento y el peso de la misma se mantuvo invariable. Es de notar que el
hinchamiento de los tres materiales es muy pobre, por los tamafios tan pequefios de las
membranas (1 cm?) y el relativamente bajo grado de injerto, pero se observa una clara
tendencia de los copolimeros a incrementar su hidrofilicidad con respecto al PHB. El
valor del grado de hinchamiento S (%) del PHB fue 3.9 %, siendo reproducible el
experimento. Asi mismo el hinchamiento del P (HB-g-VAc) fue de 4,3 % y el valor del
hinchamiento del copolimero hidrolizado P (HB-g-VA) fue de 4.91 % mostrando un
aumento con respecto a su antecesor. De manera concluyente el incremento del S (%) en
ambos casos indica que se han obtenido materiales poliméricos con caracteristicas mas

hidrofilicas que el PHB.

4.18 Polimerizacion de injerto radioinducido del MBu y el MA en el PHB.

Se prosiguio el estudio de la polimerizacion de injerto radioinducido en otros
monomeros. Se escogieron dos mondmeros tipicos para su estudio, el 4&cido metacrilico y
el butil metacrilato.

La Figura 27 muestra un esquema para la reaccion de polimerizacién de injerto radio-
inducida de del &cido metacrilico y el butil metacrilato en el PHB. Esta es una propuesta
basada en los resultados experimentales descritos anteriormente. Sin embargo, se
necesitan mas resultados experimentales que los obtenidos para probar y completar el
mecanismo de la reaccion. Sobre la base general de la polimerizacién de injerto radio-

inducida, se podria suponer que a pesar de la inactividad quimica del PHB, los
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monomeros seleccionados pueden reaccionar hasta cierto punto, luego de la abstraccion
del proton del carbono terciario de la cadena carbonada del PHB y la formacion del
radical. Al igual que en el estudio anterior, se seleccionaron algunos solventes de baja
constante de transferencia y diferentes polaridades (acetona, etanol y cloroformo) para la
reaccion de polimerizacion de injerto, con el propdsito de mejorar el grado de injerto
(W (%)) de los monomeros seleccionados. Para realizar una comparacion se realizo la

reaccion en masa (libre de solventes) (106).
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Figura 27 Reaccion de polimerizacion radio-inducida del MA y el MBu en
el PHB.

4.19  Anadlisis térmico de los polimeros P (HB-g-MBu) y P (HB-g-MA).

4.19.1  Anélisis termogravimétrico del P (HB-g-MA).

Se estimo el grado de injerto de los copolimeros con MA y MBu por medio de las
mediciones de termogravimetria (ATG). Los resultados de la termogravimetria proveen

evidencias de la formacion del copolimero por injerto basado en la cadena carbonada del
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PHB y los monomeros elegidos. En general, la curva de termogravimetria del PHB
injertado muestra dos pasos en su curva suave de pérdida de peso. Estos resultados
indicaron que las temperaturas de descomposicion del PHB y el mondmero son
diferentes. La composicion en el copolimero por injerto puede ser determinada por el
calculo de la razon entre la pérdida de peso del primer paso y la pérdida de peso total. La
Figura 28 muestra las curvas de TGA del PHB y los copolimeros por injerto P (HB-g-
MA) obtenido en diferentes disolventes. Los resultados del analisis termico mostraron
que el grado de injerto es similar cuando se utiliza cloroformo (5,48 %) y acetona (5,16
%) para la reaccion del MA en el PHB. Por otro lado, un mayor grado de injerto pudo ser
alcanzado cuando se utiliza etanol (10,9 %) o una reaccién en masa (9,69 %). En todos
los casos, la masa residual es menor de 0.07 mg, lo que representa del 1-1,5 % de la masa

inicial (106).
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Figura 28 Analisis Termogravimétrico del P (HB-g-MA) obtenido por

copolimerizacién radio-inducida.
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4.19.2  Andlisis termogravimétrico del P (HB-g-MBu).

Ademas, la Figura 29 muestra las curvas de ATG del PHB vy los copolimeros por injerto
P (HB-g-MBu) obtenidos en los diferentes solventes. El grado de injerto fue
relativamente bajo en la reaccién en masa (6%), mientras que un mayor grado de injerto
puede ser obtenido para el MBu en el PHB si se utiliza etanol (32,21 %) y acetona (22,5
%) como disolventes. Si se utiliza el disolvente cloroformo el mondmero no puede ser
injertado en el PHB. Se concluyd que el etanol es el disolvente mas favorable para las
condiciones utilizadas, para el injerto del MBu y el MA en el PHB por copolimerizacién

de injerto radio-inducida (106).
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Figura 29 Analisis Termogravimétrico del P (HB-g-MBu) obtenido por

copolimerizacion radio-inducida.
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4.20 Estudio por DSC de los polimeros P (HB-g-MBu) y P (HB-g-MA).

4.20.1  Anélisis calorimétrico del P (HB-g-MA).

Por otra parte se realizé el estudio calorimétrico de los copolimeros por la técnica de
Calorimetria Diferencial de Barrido. La Figura 30 muestra el termograma del PHB puro y
del copolimero por injerto P (HB-g-MA) sintetizado en las mismas condiciones
experimentales pero en diferentes solventes. Se observo en el termograma de la segunda
corrida térmica que en todos los casos los copolimeros por injerto mostraron dobles
picos de fusién. Como ya se habia mencionado, de acuerdo a previas investigaciones, la
aparicion del doblete de fusién se atribuye a procesos de recristalizacion e implica que el
injerto no solo en regiones amorfas sino también en regiones cristalinas del PHB (105).
Por tanto, los picos con la temperatura méas alta se atribuyen a cristales recristalizados
durante el proceso de calentamiento y el resto de los picos son probablemente
consecuencia de la fusion de los cristales formados durante el proceso de enfriamiento.
Es obvio que estos resultados son una importante evidencia de la perturbacion que crea el
injerto en la cristalinidad del PHB (106).

Por su parte, la Tabla 14 contiene los parametros termodinamicos obtenidos de los
termogramas de DSC de las muestras de los experimentos de tipo A3, B3, C3, D3y E3,
tales como la temperatura de fusion (Tm), la temperatura de cristalizaciéon (Tc), y la
entalpia de cristalizacion (AHc), la entalpia de fusion (AHm), y la entalpia de fusion
corregida por la fraccion de peso del polimero que conforma el injerto, calculado por la
siguiente ecuacion:

(AH,)corr = (AH,,)(1 + W (%)) Ecuacioén 45
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Figura 30 Curvas de DSC del PHB y el P (HB-g-MA) en estudio del

solvente para la obtencion de copolimeros.
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Tabla 14 Parametros termodinamicos obtenidos de los termogramas del P (HB-g-MA).

Muestra Polimero W (%) | AH.(J/g) | T.(°C) | AH,, (J/g) Tm(°C) | AHm (M/Q)cor | T4(°C)
A3 PHB 0 92,45 | 97,43 103,8 170,23 103,8 1
B3 P(HB-g-MA) | 5,16 7150 |8281]| 52,29y 167,90y 54,98 y 9,5

acetona 41,98 172,47 4414
C3 P(HB-g-MA) | 5.48 70,89 | 78,76 | 47,39y 166,30 y 49,98 y 54
cloroformo 49,21 172,13 51,90
D3 |P(HB-g-MA)| 9.69 63,37 |[82,65( 31,68y 165,84y 34,72y 8
masa 53,27 171,48 58,38
E3 P(HB-g-MA) | 10.9 65,92 | 83,67 | 32,16y 165 y 35,67y 7.5
etanol 55,72 171,97 61,80
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De los resultados recopilados en la Tabla 14, se puede observar que el (AHm) y el
(AHm)corr del copolimero por injerto disminuy6 con el incremento del grado de injerto.
Se concluy6 que la disminucion observada no se debe al relativo descenso del contenido
del PHB en el copolimero de injerto, sino que es probablemente una consecuencia del
injerto uniforme en las regiones cristalinas del PHB luego de haber reaccionado en las
regiones amorfas.

Sin embargo, la temperatura de fusion y de cristalizacién disminuy6 en todos los casos
con respecto al valor de la temperatura del PHB, pero no se encontré diferencia
significativa con la variacion del grado de injerto. Por tanto, se puede concluir que los
resultados del grado de injerto son bastante bajos y similares para los resultados
experimentales encontrados. Consecuentemente, se observa en estos parametros una
cierta variacion aleatoria. Por otro lado, la temperatura de transicion vitrea (Tg) mostré el
siguiente comportamiento: El valor de la Tg aument6 su valor en todos los casos con
respecto al PHB, pero no se observd una relacion directa con el W(%). Esto podria
deberse a cambios estructurales que ocurrieron en la molécula de PHB, los cuales no
podrian ser explicados en la base de los resultados de la DSC (106).

4.20.2  Andlisis calorimétrico del P (HB-g-MBu).

Las curvas tipicas de DSC del PHB y de los copolimeros por injerto obtenidos de la
copolimerizacion de injerto radio-inducida del BuM con el PHB en diferentes solventes
(A, F, Gy H) se muestran en la Figura 31. Por analogia con los resultados obtenidos para
el injerto del MA en el PHB, se puede discutir que el P (HB-g-MBu) también mostré en
todos los casos un doble pico de fusion, lo cual implica lo discutido anteriormente,

cambios en el comportamiento de la cristalizacion. Los resultados sugieren que la
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habilidad de cristalizacion del PHB se debilita debido a la introduccién del metacrilato de

butilo, el cual puede perturbar su cristalizacién como sucedié con el MA.
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Figura 31 Curvas de DSC del PHB y el P (HB-g-MBu)

El analisis de los datos de la Calorimetria Diferencial de Barrido del PHB y los
copolimeros P (HB-g-MBu) se muestran en la Tabla 15. Se encontr6 que todos los
parametros termodindmicos ((AHm, (AHm)corr, Tc y Tm) de los copolimeros de injerto,
disminuyeron su valor con respecto al PHB, con el incremento del grado de injerto
W (%) . Es sorprendente como se observa en el mayor grado de injerto una tendencia a

aumentar su valor en todos los casos. Sin embargo la explicacion para este fendmeno no
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es aun clara, esto podria deberse a cambios estructurales, pero es necesario obtener mas

evidencias experimentales para explicarlo (106).

Tabla 15 Parametros termodinamicos obtenidos de los termogramas del P (HB-g-MA)

Muestra Polimero w AH, T, AHp, T AH,, T,
%) | Qg | (O (J/9) €9) Do | (C)
A3 PHB 0 92,45 97,43 103,8 170,23 103,8 1

F3 P(HB-g-BuM) 6 54,34 |87,18 37,40y 164,31y 39,64y 4,5
masa 32,95 173,52 34,93

G3 P(HB-g-BuM) | 22,5 | 46,71 |82,21 30.08 y 165,83y 36,848 y 4,9
acetona 34,38 174,04 42,11

H3 P(HB-g-BuM) | 32,21 | 50,98 | 83,13 35,70y 163,86y 4719y 57
etanol 40,18 173 53,12

Se realizo el andlisis de los datos obtenidos. Se puede observar con claridad que la
temperatura de transicién vitrea aumenta con el incremento del grado de injerto. Esta
observacién implica que probablemente ocurre una interaccién mas fuerte del MBu con
el PHB que aquella ocurrida entre el polimero y el MA. Ademas, una inspeccion visual
del grado de injerto muestra claramente que la extension del grado de injerto es mayor en
el MBu que en el MA, donde el grado de injerto escasamente varia.

De manera concluyente, es necesario entonces sefialar que en virtud de los resultados
obtenidos en las investigaciones por DSC, los mismos estan en completo acuerdo con la
formacion de copolimeros de MA'y MBuU en el PHB (106).

Es importante destacar que el estudio de Resonancia Magnética Nuclear de los
copolimeros P (HB-g-MBu) y P (HB-g-MA) no se pudieron realizar debido a la
insolubilidad de los copolimeros en solventes organicos. Por lo tanto se recurrid a otras

técnicas para verificar el injerto.
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4.21 Estudios de espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fourier.

Se utilizd la espectroscopia Infrarrojo con Transformada de Fourier para verificar el
injerto del MBu y el MA en el PHB. Se muestran en las Figuras 32 (P (HB-g-MBu)) y 33
(P (HB-g-MA) los espectros de transmitancia FTIR de los copolimeros por injerto
obtenidos en diferentes solventes. Como los espectros fueron medidos en el modo de

transmitancia entonces los picos de la regién 1000-1400 cm™ estan saturados (No se

muestra la region en la Figura).
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Figura 32 Espectro FTIR del PHB y el P (HB-g-MBu) obtenidos en diferentes
solventes.

El PHB muestra bandas a 1185, 1228 y 1279 cm™, caracteristicas de va (C-O-C) y una
banda a 1382 cm’'1 caracteristica del 6 (CH3). En la region del éster carbonilico se puede

considerar la banda de valencia carbonilica C=0O (1729 cm™). Todas las sefiales
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mencionadas son comunes para ambos materiales. Desafortunadamente, el espectro de
los copolimeros por injerto no mostr6 diferencias significativas en la posicion de las
bandas, porque los mondmeros utilizados para el injerto tienen los mismos grupos
funcionales que el PHB. Este hecho explica porque no se observan otras bandas. Sin
embargo algunas diferencias fueron encontradas para verificar el injerto. El espectro
infrarrojo del P (HB-g-MBu) (Figura 32) muestra el siguiente comportamiento (a)
Diferencias en las intensidades de las bandas carbonilicas (1724 cm™, 1740 cm™), (b) la
intensidad de las bandas disminuye con el incremento del grado de injerto. Este resultado
es consistente con la variacion del grado de cristalinidad como una consecuencia del
injerto. Con el proposito de determinar la variacion relativa del grado de cristalinidad, se
calculd el criterio de cristalinidad (CC (%)). La banda a 1722 cm™ es caracteristica del
estado cristalino, y la banda a 1740 cm™, es caracteristica del estado amorfo. El CC (%)
se define como la razén entre el valor de la absorbancia a 1722 cm™ y su valor a 1740
cm™. Es importante mencionar que esta Gltima definicién representa una medicion
relativa del grado de cristalinidad. La Tabla 16 muestra estos resultados. Se observa con
claridad que el CC (%) del P (HB-g-MBu) disminuye con el incremento del grado de
injerto.

Por otro lado, la Figura 33 muestra el espectro infrarrojo del PHB y los copolimeros P
(HB-g-MA\) obtenidos en diferentes solventes, en la regién (3300-3900 cm™). La banda
ancha se asigna a la valencia OH caracteristica del acido carboxilico y la valencia del OH
que se encuentra en los grupos terminales de la cadena carbonada del PHB. Ademas, el
espectro muestra una variacion en las intensidades de la banda centrada en los 3430 cm™

como una evidencia adicional del injerto del MA (106).



Tabla 16 Estudio de cristalinidad del PHB vy el los copolimero por injerto obtenidos

por copolimerizacion radio-inducida (P (HB-g-MBu) y P (HB-g-MA)).
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P(HB-g-MA) P(HB-g-MBu)
PHB acetona cloroformo masa etanol masa acetona etanol
W (%) 0 5.16 5.48 9.69 10.9 6 22.5 32.2
CC (%) | 1.028 1.004 0.991 1.025 1.012 | 0.9926 0.9920 0.985
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Figura 33 Espectro FTIR del PHB y el P (HB-g-MA) obtenidos en diferentes

solventes.

La evidencia més solida de que ocurrid injerto, fue observada en el espectro con la

aparicion de una banda en crecimiento en intensidad, la cual es muy ancha y esta centrada

a los 3630 cm™. El grado de cristalinidad fue también determinado para este material. El
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CC (%) para el copolimero disminuyd en todos los casos. Sin embargo, no se encontrd
una relacion clara con respecto al grado de injerto. Probablemente, la explicacion de esto

sea que el grado de injerto es bastante bajo y similar para el material estudiado (Tabla 16)

4.22 Estudios de hinchamiento de los copolimeros P (HB-g-MA) y el P (HB-g-
MBu).

La Tabla 17 muestra los datos del porciento de hinchamiento (S(%)) para el P (HB-g-
MA) y el P (HB-g-MBu). Los valores tabulados son los més altos que se obtuvieron por
los copolimeros de injerto luego de 30 minutos de estudio. En cada caso, los porcentajes
de hinchamiento son invariantes. Ademas, la Tabla 17 muestra las velocidades de
iniciacion del proceso de hinchamiento (masa de agua (mg) que el polimero toma al
inicio del proceso de hinchamiento por hora). Estos valores fueron calculados por
regresion lineal de los datos de la masa de agua absorbida por los materiales poliméricos
vs tiempo al inicio. Las tangentes de estas lineas son las velocidades de iniciacion del

proceso de hinchamiento (106).

Tabla 17 Experimentos de hinchamiento en P (HB-g-BuM) y P (HB-g-MA).

Muestra S (%) V, (agua mg/ horas)
PHB 3,3 1.22
P(HB-g-BuM) 208 67,30
P(HB-g-MA) 118 26,36

S (%): Porciento de hinchamiento; Vo: (agua mg/ horas) tasas iniciales del proceso de hinchamiento

La Figura 34 muestra el grafico del porciento de hinchamiento S (%) versus tiempo para
el PHB, el P (HB-g-MA) y P (HB-g-MBu) de los experimentos de injerto realizados en

etanol , es decir se prepararon membranas del copolimero de méximo grado de injerto.
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De la Figura se observa que los copolimeros de injerto mejoraron su hidrofilicidad. Estos

resultados son consistentes con el incremento de las caracteristicas hidrofilicas del PHB.
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Figura 34 Estudios de hinchamiento para (-A-) PHB, (-m-) P (HB-g- MA) y
(-e-) P (HB-g-MBuU)

4.23  Polimerizacion por injerto radioinducido de la AAm en el PHB.

Para el estudio de la polimerizacion por injerto radioinducido de la acrilamida en el PHB
por el método de irradiacion simultanea y el estudio del efecto del solvente en la sintesis
del copolimero, se utiliz6 la siguiente nomenclatura. Se design6 MO0 al polimero PHB no

irradiado, MO al polimero PHB irradiado, M1 (copolimero obtenido en acetona), M2
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(copolimero obtenido en metanol), M3 (copolimero obtenido etanol), M4 (copolimero
obtenido en acetato de etilo), M5 (copolimero obtenido en cloroformo). Al igual que en
los estudios anteriores, los solventes escogidos son de bajo valor de constante de
transferencia de cadena, para evitar las reacciones de terminacion por transferencia de
cadena y diferentes polaridades. Los valores M1, M2, M3, M4 y M5 constituyen la
nomenclatura de tipos de experimentos donde se evalué la repetitividad del experimento
por un minimo de 5 veces obteniéndose diferencias no significativas en la determinacion
del grado de injerto. No se realiz6 la polimerizacion en masa porque la AAm es un

monomero solido y no es posible obtener copolimeros en masa utilizando esta técnica.

HC——C—NH,
\ o
1 CH2 1**
Hy  ox CH, o}
[ i [
o—CH—CHz/c H—CHz/C C—CHz/ O—CH—cy——oC
g+ e gox! P
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Rayos Gamma, solvente HC // NH, HC /(/: NH,
g=cH, O g cH,  ©

Figura 35 Reaccién de polimerizacién por injerto radioinducido de acrilamida en el PHB.

La Figura 35 muestra la reaccion general de polimerizacion por injerto radioinducido de
la AAm en el PHB. Al igual que los copolimeros anteriores, el esquema de la reaccion y
la estructura sugerida se realiz6 de acuerdo con las evidencias experimentales que se han
encontrado. También se tuvo en cuenta la variable solvente, por ser uno de los parametros
obvios que afectan la reaccion de polimerizacion. En la estructura se sugirid el injerto no

solo por el carbono metinico sino por el carbono metilénico del PHB. Esta sugerencia
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proviene de resultados experimentales que se mostraran posteriormente. La seleccion de
la fuente, la dosis y tasa de dosis fue realizada tomando en cuenta la experiencia de

sintesis en estos materiales (82) (106) (104) (107).

4.24  Analisis morfoldgico del P (HB-g-AAm) por SEM.
La Figura 36 muestra el analisis de Microscopia Electronica de Barrido (SEM, por sus

siglas en inglés) y presenta la morfologia del PHB en polvo, antes y posterior al injerto.

60KV  X5000 1um  WD62mm CIQA LEI 60KV  X4500  pm

Figura 36 Microscopia Electrénica de Barrido de las muestras MO (izquierda)
y M5 (derecha).

El comportamiento de la morfologia fue similar en todos los casos (M1-M5) pero se
escogio el copolimero de los experimentos de tipo M5, porque son los que mejor
confirman los cambios de la superficie del polimero. La Figura 36 claramente muestra
que la superficie del PHB es uniformemente ondulatoria con pequefios poros claramente
definidos. Sin embargo la micrografia del copolimero P (HB-g-AAm) (M5) muestra una
menor porosidad, y menos cavidades que M0. También se observa que la superficie de
M5 se transforma parcialmente en una apariencia lisa. La superficie cambia

substancialmente luego del injerto, tornandose aspera, probablemente porque la AAm ha
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afectado las zonas amorfas del PHB de partida. De manera concluyente, la comparacion
de ambos materiales conlleva a la confirmacion del injerto por la notable diferencia en la

morfologia de ambos materiales poliméricos.

4.25 Anélisis termogravimétrico del P (HB-g-AAm).

Los resultados del ATG proveen evidencia de la formacion del copolimero por injerto
basado en el PHB de partida y el monémero seleccionado. La Figura 37 muestra las
curvas termogravimétricas del PHB y los copolimeros P (HB-g-AAm) obtenidos en
diferentes solventes. El grado de injerto se estimé utilizando esta técnica. Del grafico se
puede observar que la curva termogravimétrica muestra dos pasos en la curva de pérdida
de peso. Esta observacién indica con claridad que la temperatura de descomposicion del
PHB y el copolimero son diferentes. El grado de injerto y la composicion del copolimero
pueden ser determinadas a partir de la relacion de la pérdida de peso del primer salto
comparado con la pérdida de peso total. El andlisis térmico indica que el grado de injerto
es similar cuando se utiliza solventes polares como metanol, etanol y acetona,
obteniéndose valores de 31.5 % (M1), 38 % (M2), y 27.3 % (M3) respectivamente. Un
mayor valor del grado de injerto (48.1 %) se obtuvo cuando se utiliz6 acetato de etilo
como solvente. El valor méas alto del grado de injerto se obtuvo en la muestra M5, con el
uso del solvente cloroformo, obteniéndose valores de hasta 91 %, lo que se concluyo que
este es el solvente més favorable para esta reaccion quimica. Los resultados fueron
sorprendentes porgue se esperaba que el cloroformo no fuera un solvente apropiado para
esta reaccion por los iones cloruro que son conocidos por ser iones que provocan
reacciones de terminacion. Al parecer la reaccion de copolimerizacion se vio favorecida

porque el PHB se disuelve en cloroformo, lo que permitié que las moléculas de AAm y



123

de PHB estuvieran en estrecho contacto durante la reaccion quimica. Por su parte, en

todos los termogramas obtenidos, la masa residual es menor a 0.07 mg, que representa

menos del 2% de la masa inicial.

4.26
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Figura 37 ATG del PHB y el P (HB-g-AAm) obtenidos por polimerizacién
de injerto radioinducido en diferentes solventes.

Estudio por FTIR de los copolimeros P (HB-g-AAmM).

La técnica de espectroscopia infrarroja se utiliz6 para verificar el injerto radioinducido de

la AAm en el PHB. Las Figuras 38 y 39 muestran los espectros de FTIR en modo de

transmitancia de los copolimeros estudiados en los diferentes solventes. Los estudios se

realizaron en la region de 3500 a 2500 cm™ (Figura 38) en la regién de 2000 a 700 cm™

(Figura 39).
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Figura 38 Espectro FTIR en modo de transmitancia del copolimero P (HB-g-AAm)
obtenido en diferentes solventes: regién 3500 a 2500 cm™.

Como los espectros fueron medidos en el modo de transmitancia entonces los picos de la
region 1000-1400 cm™ estan saturados. Las bandas a 1185 cm™, 1228 cm™, y 1279 cm™
son las caracteristicas que ya se conocen de las vibraciones de valencia del grupo éster
del PHB. Por su parte, la banda a 1382 cm™, corresponde a las vibraciones de doblaje del
grupo C-H (6 (CH3)). En la region éster carbonilica, se observa la banda C=0 a los 1729
cm™. Las sefiales anteriormente descritas son comunes para el PHB y el copolimero en
estudio. Sin embargo el P (HB-g-AAm) muestra las siguientes nuevas sefiales: a) Los
picos a 3345 cm™ y 3197 cm™ se asignan a los grupos NH, que corresponden a las

vibraciones de valencia simétricas y antisimétricas de los enlaces N-H. b) El pico a 1665
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cm™ corresponde a las vibraciones de valencia del grupo carbonilo de la PAAm y c) El

pico a 1453 cm™ corresponde a las vibraciones de doblaje N-H (5 (N)).

100

80

<
3
< 60
3
c
£
g . . — Mo
g 40 - M1
- - M3
_———— M4
20 1
------- M5
T T T T T T T i T
2000 1750 1500 1250 1000 750

Numero de onda (cm'l)

Figura 39 Espectro FTIR en modo de transmitancia del copolimero P (HB-g-AAm)

obtenido en diferentes solventes: regién 2000 a 700 cm™.

La Figura 39 muestra las diferencias en las intensidades de las sefiales del espectro de
cada uno de los copolimeros por injerto obtenidos en diferentes condiciones
experimentales. Es importante destacar que la sefial a 1610 cm™ que corresponde al
mondmero acrilamida (doble enlace), no es importante en este espectro, y su presencia se
debe probablemente a cantidades pequefias de mondémeros que han quedado atrapadas en
el enrejado molecular del poli (3-hidroxibutirato) y que no pudieron ser separadas del

mismo a traves de los métodos de purificacion utilizados. La presencia de estas sefiales
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de poliacrilamida bien separadas de las sefiales del PHB verifica que el injerto

radioinducido de la AAm en el PHB fue obtenido.

4.27 Estudio de la cristalinidad del P (HB-g-AAm).

El espectro FTIR en modo absorbancia del PHB y los copolimeros P (HB-g-AAm)

obtenidos en diferentes solventes se muestran en la Figura 40.
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Figura 40 Espectro FTIR en modo de absorbancia del copolimero P (HB-g-AAm)
obtenido en diferentes solventes: regién 1780 a 1600 cm™.

Este espectro muestra las siguientes caracteristicas: a) Diferencias entre las intensidades
de las bandas a 1724 cm™ y 1740 cm™ y b) La intensidad de las bandas decrece con el
incremento del grado de injerto. Estos resultados son consistentes con la variacion del
grado de cristalinidad como consecuencia del injerto. Se realizo el calculo del criterio de

cristalinidad CC (%), Yy el indice de cristalinidad A.(%), para determinar la variacion

relativa de estos parametros.



127

Tabla 18 Estudio de la cristalinidad del PHB y los copolimeros P (HB-g-AAm) obtenidos

por polimerizacion de injerto radioinducido.

Muestra A (%), CC(%) C (%) W (%)
MO 68.0 5.02 0.00 0.00
M2 64.6 3.66 0.21 0.38
M3 66.0 3.58 0.21 0.27
M1 63.0 3.40 0.24 0.32
M4 62.0 3.40 0.25 0.48
M5 60.0 3.30 0.48 0.91

La Tabla 18 resume el estudio del grado de cristalinidad del PHB y de los copolimeros P
(HB-g-AAm) obtenidos por polimerizacion de injerto radioinducido de la AAm en el
PHB en diferentes solventes, con respecto al grado de injerto. Se puede observar con
claridad que el grado de cristalinidad de los copolimeros decrece con respecto al PHB
con el aumento del grado de injerto. Sin embargo, se pueden observar algunas
irregularidades debido a que los polimeros obtenidos en los experimentos de tipo M1, M2
y M3 tienen valores similares del grado de injerto. El resultado es consistente con la

variacion esperada del grado de cristalinidad como consecuencia del injerto.

4.28 Estudio por DSC de los copolimeros P (HB-g-AAmM).

De las investigaciones anteriores conocemos el comportamiento calorimétrico del PHB y
sus copolimeros obtenidos por injerto radioinducido. La Figura 41 muestra los
termogramas DSC del PHB y los copolimeros P (HB-g-AAm) obtenidos en diferentes

condiciones experimentales. Se puede observar dobles picos de fusion en todos los casos.
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Figura 41 Curvas de DSC del PHB y los copolimeros P (HB-g-AAm) obtenidos en

diferentes solventes.

En la literatura se explica que el pico con menor temperatura de fusion podria
identificarse como el del valor verdadero de la temperatura de fusion y representa a los
cristales de PHB que no han sido afectados por la eliminacion de la historia térmica , es
decir los cristales de PHB que no han sufrido cambios en su microestructura
(unnannealed, por su traduccion en inglés), mientras que el pico de fusion a mayor
temperatura representan a los cristales que experimentan cambio microestructurales a
esas temperaturas (108) (109). Con relacion a esto, se ha concluido que la aparicion de
doblaje en los picos de fusién se atribuye a complejos procesos de recristalizacion. Por
otra parte el analisis calorimétrico del PHB no irradiado (MO00) indica que este material
no presenta doble pico de fusion lo que indica que este fendmeno no es solo consecuencia

del injerto sino una influencia de las radiaciones ionizantes (110) (111).



129

El primer barrido del estudio calorimétrico (ver Figura 41) muestra la variacién en las
curvas endotérmicas del proceso de enfriamiento, proveyendo una importante evidencia
de la distorsion de la cristalinidad del material polimérico posterior a la reaccion de

injerto (104) (106).

Tabla 19 Parametros termodinamicos obtenidos de los termogramas DSC del PHB y los

copolimeros P (HB-g-AAm).

Muestra AH.(J/g) T.(C)  AHn(@/9) (AHm) (J/g) Tm(C)
MO0 92.5 97.4 103.8 103.8 170.2
MO 73.9 82.6 53.5;21.9  53.5;21.9 157.5 ;143.2
M2 40.4 87.6 53.3 735 169.6 ; 160.9
M3 50.9 90.9 61.5 78.3 170.5; 162.7
M1 39.7 87.6 45.7 60 171.2 ; 162
M4 39.4 87.9 51.5 76.3 169 ; 159.4
M5 16.8 76.1 24.3 46.4 171.2 ; 164.2

La Tabla 19 enlista los parametros termodinamicos obtenidos por los termogramas DSC
de las muestras M00, M0, M1, M2, M3, M4 y M5, tales como la temperatura de fusion
(Tm), la temperatura de cristalizacion (Tc), y la entalpia de cristalizacion (AHc), la
entalpia de fusion (AHm), y la entalpia de fusion corregida por la fraccion de peso del
polimero que conforma el injerto, calculado por la ecuacién 45.

De la Figura 41 y la Tabla 19, la cual resume los resultados, se puede notar que hay una
clara tendencia a la disminucion de los valores termodinamicos con el incremento del
grado de injerto de la AAm en el PHB. La temperatura de cristalizacion disminuy6 con
respecto a MOO en todos los casos. Los valores se muestran similares comparado con los

diferentes grados de injerto (M1-M4), mostrando un ligero descenso para el producto M5,
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que es el de mayor grado de injerto. Por su parte la entalpia de fusion muestra una similar
disminucion con respecto a M0 y MO0O, valores similares para los productos (M1-M4) y
un descenso sustancial para el producto M5. En estos experimentos no se encontraron
cambios importantes en la temperatura de fusion y no fue posible detectar por esta técnica
la temperatura de transicion vitrea. Se concluye que los resultados obtenidos en el DSC
son consistentes con los resultados del FTIR en la verificacion de la formacion de
copolimeros por injerto y la disminucién del grado de injerto con el incremento del grado
de injerto. Estos resultados sugieren que la habilidad de cristalizar del PHB se torna débil
debido a la introduccién del monémero AAm en la cadena carbonada del polimero y que
el injerto no solo ocurre en la zona amorfa del biomaterial sino que perturba parcialmente

su region cristalina.

4.29  Anélisis de la estructura por Resonancia Magnética Nuclear.

Dado el grado de complejidad de la reaccion de polimerizacion radioinducida, varios
tipos de productos son obtenidos de forma simultinea. Los productos mas importantes
son: a) PHB que no reaccion0, b) copolimero por injerto y ¢) copolimero por injerto
ramificado. EI copolimero por injerto obtenido (P (HB-g-AAm)) fue analizado y resultd
ser insoluble en todos los solventes organicos. Un resultado similar ocurrié con el
producto del injerto del MBu y el MA en el PHB, lo que impidié poder realizar el andlisis
por Resonancia Magnética Nuclear. A sabiendas de esto, se decidié estudiar la fraccion
soluble en cloroformo deuterado caliente, la cual fue separada y estudiada por RMN con
la finalidad de encontrar alguna evidencia estructural del injerto de la AAm. En un primer
acercamiento se realizo el analisis RMN-'*C de la muestra M5. Se escogi6 la muestra M5

por ser la de mayor grado de injerto. Se obtuvo una sefial a los 94.4 ppm, la cual fue
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descartada como una evidencia de injerto, ya que en previos estudios se habia detectado

esta sefial como una sefial de ruido del equipo.

En un segundo acercamiento, se realizo la técnica de correlacion de enlace multiple
heteronuclear (HMBC, por sus siglas en inglés), se llevd a cabo para detectar
acoplamientos de largo alcance entre protones y carbonos en el copolimero por injerto.

En las Figuras 42 y 43, las corrimientos del RMN-lH, ao=0,9-1,15 ppm, 6 =2,5-3 ppm,
y 6 =5.0 -5,5 ppm pertenecen a los protones de —CHg3, CH, y CH respectivamente de los

materiales PHB y P (HB-g-AAm).

En el espectro se observd que las sefiales del copolimero son més anchas que las del
material de partida lo que generalmente es una consecuencia de la polimerizacién. De
forma adicional se obtuvo el espectro RMN-'3C y se encontré que ademés de las sefiales
tipicas del PHB (6 = 19 ppm, & = 40 ppm, o6 = 76-77 ppm y 6 = 169 ppm,
correspondiente a los carbonos de CH3, CH,, cloroformo, y CH respectivamente ) se
obtuvieron dos nuevas sefiales en la region & = 24-34 ppm, las cuales se atribuyeron a
sefiales de resonancia de los corrimientos de los carbonos de los grupos CH3z y CH, de
acuerdo con un nuevo entorno molecular debido al injerto.

Por los resultados, se espera que el injerto ocurra en cierta extension en los carbonos

metinicos y metilénicos del PHB, pero con una mayor afinidad al sitio metilénico.
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Figura 42 Espectro RMN de Coherencia Cuantica Multiple Heteronuclear del PHB.

La expectativa anterior fue confirmada por la técnica HMBC (Figuras 42 y 43). En la
zona de la huella del espectro se encontraron dos diferencias importantes: a) El
acoplamiento CH*-C*H; y b) el acoplamiento CH*3-C*Hs. Las diferencia indican la
posibilidad de injerto por el sitio metilénico del PHB. Esta Gltima interaccion se observo
en la huella del espectro, que probablemente muestra la separacién debido al &tomo de
oxigeno del grupo carboxilo que desplaza la interaccion con -C*Hs. Por otra parte se
observa que interaccion de la huella CH*3-C*H, desaparece del espectro del copolimero,

pero no se encontro relacion de esta diferencia con las estructuras.
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Figura 43 Espectro RMN de Coherencia Cuantica Multiple Heteronuclear del
P (HB-g-AAm) (Muestra M5).

La reaccion de injerto por el grupo metinico se sostuvo por los resultados experimentales
previos obtenidos en la investigacion de la polimerizacién por injerto radioinducido de
mondmeros en el poli (3-hidroxibutirato) (43) (87). Sin embargo, la estructura no parece
estar justificada o los carbonos cuaternarios sustituidos no tienen  suficiente
concentracién para producir una sefial en el espectro RMN-C.

Adicionalmente, se realizo el andlisis de las intensidades de las sefiales carbonilicas, y se
encontrd variacion en las mismas mostrando un incremento de las sefiales C=0, -CH y

CHs; en el copolimero comparado con el PHB. Se realizé un estimado del indice de
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injerto basado en las areas bajo los picos de los protones metinicos y metilénicos y se
obtuvo un valor de 6.5 %. De la experiencia previa en estas reacciones se desprende que
la longitud de las moléculas de PAAm que se injertan en el PHB es muy corta, lo que es

consistente con el injerto de oligomeros de PAAm en el sustrato.

4.30 Estudio de hinchamiento de los copolimeros P (HB-g-AAm).
El estudio de hinchamiento fue realizado también, para conocer las caracteristicas
hidrofilicas de los copolimeros P (HB-g-AAm) obtenidos por polimerizacién de injerto

radioinducido de la AAm en el PHB, comparado con el material de partida.
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Figura 44 Estudio de hinchamiento de los copolimeros P (HB-g-AAm) obtenidos por
polimerizacion de injerto radioinducido de la AAm en el PHB.

La Figura 44 muestra la gréafica de grado de hinchamiento S (%) vs tiempo, del estudio

realizado en membranas del PHB y los copolimeros. La grafica se escalo para una mejor
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visualizacién de los resultados. Se observa que el grado de hinchamiento se incremento
con relacién al PHB (MO0) en todos los casos S (%) = 3.9 %. Por otra parte la
dependencia del grado de hinchamiento con el grado de injerto es directa, lo que se
incrementd el grado de hinchamiento con el incremento del grado de injerto. Otro
resultado observado es que cuando se utilizaron solventes polares (M1, M2 y M3) el
grado de hinchamiento fue similar, mientras que la muestra M4 mostré una mayor
hidrofilicidad y la M5 increment6 el valor del grado de hinchamiento de forma
considerable. Los valores cuantitativos fueron: S (M1) =7,1%, S (M2) = 8,3 %,
S(M3)=59%, S(M4)=112%, y S(M5)=17,5%. Los resultados indican
claramente que los copolimeros obtenidos mejoraron sus propiedades hidrofilicas con

respecto al PHB.

4.31 Propuesta de mecanismo de la reaccion de polimerizacion por injerto

radioinducido de mondmeros en el poli (3-hidroxibutirato).

Basado en la experiencia experimental adquirida en las sintesis de los copolimeros por
injerto, la revision realizada de la literatura y las ecuaciones generales de polimerizacion
radicalica, se realizd una propuesta de mecanismo de la reaccion de polimerizacion por
injerto inducido por radiaciones gamma de monomeros (en general) en el poli (3-
hidroxibutirato). La propuesta se basa en el mecanismo de polimerizacion de crecimiento
en cadena y en etapas. Para describirlo la Figura 45 indica la formulacion de un
monomero general, representado por su doble enlace caracteristico, y un grupo funcional

gue denominaremos R1.
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R1

2Hc=—CH

Figura 45 Formula general de un mondmero hipotético.

El mecanismo de la polimerizacion por injerto radioinducido, conlleva los pasos de
iniciacion, propagacion y terminacion caracteristicos de una reaccion en cadena
radicdlica. Como fue descrito anteriormente, en el paso de la iniciacion, cuando se
expone el PHB a las radiaciones ionizantes, se obtienen seis diferentes tipo de radicales
(Figura 4). Cualquiera de estos radicales pueden reaccionar para dar un nuevo producto.
Se establece en el mecanismo, de forma arbitraria a uno solo de los radicales, el mas
estable, en este caso el radical Il (Figura 4), de acuerdo con todas las evidencias
experimentales mostradas en el trabajo. De esta forma se simplifica el mecanismo que se
propone, aunque conocemos la complejidad de la reaccion y que los radicales del PHB

son competitivos en la formacion de copolimeros.

CH, o} CH, 0
/ | Rayos gamma |
%O—CH‘CHZ/C e O—C—CH,—C o, Radicales primarios

Rayos gamma

. R1
Hc— Rt c— Radicales primarios
\ -
A CH2
Hc— Rt Rayos gamma H(:\/Rl Radicales primarios
_ A\
\ A

CH2

Figura 46 Iniciacion en la polimerizacion por injerto radioinducido

de un monomero general en el PHB.
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La Figura 46 muestra el paso de la iniciacién. Otro punto importante que se debe de
considerar en esta etapa, es que en la iniciacién del monoémero se pueden formar dos tipos
de radicales, pero el radical tipo CH* esta favorecido con relacion al radical tipo CH, C*
porque su conformacion es mucho mas estable. Por otra parte la reaccion de injerto se
puede producir por acoplamiento radicalico o por adicion, pero el radical CH* tiene
menor energia de activacion que el CH,C* porque el grupo funcional crea impedimento

estérico para la aproximacion del CH,, lo que conlleva a que prevalezca el CH*.

En la etapa de la propagacion (Figura 47), la homopolimerizacion ocurre por la reaccion
del radical formado en la radiolisis del monémero con las moléculas de mondmeros

restantes que se encuentran en la solucion.

HC——R1
CH o] CH 0
CH; o] CH; o) CH2 8 i I i
/ I / O0—C—CH,— HO—CH— _
%o—c—CHz/c - O—CH—CHZ/(I‘g—m -t 2=C7R ety
HC—R1L
HC—RL
Cadena de injerto CH2 . . .
Cadena de injerto creciente
(':HZ
C/Rl
\
e
HC——R1 HC R1
HC R1 \(\IHZ C|!||
|| \ Cadenas crecientes del homopolimero
CH\ C R1
¢ o
|
CH
c—R1

Figura 47 Etapa de propagacion.
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Las ecuaciones descritas en la Figura 47 muestran la adicion del mondémero al centro
activo de la cadena de injerto iniciada. En esta etapa de propagacion se obtienen cadenas
crecientes de homopolimero y cadenas de injerto crecientes. De acuerdo con los
resultados experimentales la reaccion de homopolimerizacion esta mas favorecida, ya que
esta es una caracteristica del método de irradiacion simultinea. Por otra parte, no se han
obtenido evidencias experimentales de que exista la molécula cadena de injerto o de la
formacion de la molécula cadena de injerto creciente, lo que no podemos afirmar que

estas existan.
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Figura 48 Etapa de terminacion de la polimerizacion radioinducida.

En la etapa de terminacion, ocurre la desactivacion del radical primario formado en la
radidlisis del PHB por recombinacion. Considerando que el radical primario del PHB es
el radical 1l (Figura 4) y que el CH* del monémero acopla con el radical Il, entonces
obtendremos una especie muy parecida a cadena de injerto (Figura 47). Esta Ultima
especie es inestable y puede reaccionar. a) con el mondémero para dar la molécula
cadena de injerto creciente, de la cual no tenemos evidencia de que exista b) puede
reaccionar con una molécula cadena creciente de homopolimero para dar un copolimero
por injerto o ¢) Puede reaccionar con algun radical que haya en el medio como H*,
CH2*, CH3* u otro y terminar la reaccion con la formacién de un copolimero.

Por su parte la reaccion de homopolimerizacién puede ocurrir por acoplamiento o
dismutacion. Por acoplamiento, las cadenas crecientes de homopolimero acoplan entre
si para dar como resultado el homopolimero (i.e. C* + C* = CC), mientras que en la
dismutacion el radical primario del monémero es oxidado y reducido al mismo tiempo de
manera que el producto de la reaccion es también el homopolimero (i.e 2(R1CH2CH*)

- R1CH2=CH2 + R1CH2CH2).
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4.32  Anélisis del hinchamiento del PHB y los copolimeros por injerto obtenidos.

Para el estudio del hinchamiento del PHB y los copolimeros por injerto obtenidos por
copolimerizacion por injerto inducido por radiaciones gamma de los mondémeros VAc,
VA, MBu, MA, y AAm, se tomd el maximo valor obtenido del grado de injerto
utilizando la técnica de termogravimetria  (Watg) , las mismas condiciones
experimentales y normalizando las masas para garantizar e acoplamiento del gréafico. Para
su mejor comprension se estandarizaron los valores del grado de hinchamiento obtenido
en todos los casos. La Figura 49 muestra los resultados del andlisis. ElI grado de
hinchamiento para el PHB fue de 3,9 %, mientras que el valor de S (%) para el P (HB-g-
VAc) fue de 4.3 % mostrando una tendencia a mayor hidrofilidad. Posteriormente con la
hidrolisis se obtuvo un valor de S (%) de 4,3 % ya que los grupos OH del (P (HB-g-VA))

son mas hidrofilicos que los grupos acetatos del P (HB-g-VAc).

25 ~
20 -
15 -+

WS (%)
10 -

0 . . .

(HB-g- VAc) P (HB-g-VA) P (HB-g-MA) P (HB-g- MBu) P (HB-g-AAm)

Figura 49 Analisis del hinchamiento del PHB y los copolimeros por injerto obtenidos.
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Para los siguientes copolimeros se obtuvieron resultados muy similares, con valores de
S (%) de 18,2 %, 20 %, 17,5 % respectivamente segun la Figura 49. De manera
concluyente los materiales poliméricos obtenidos muestran una mayor hidrofilicidad que
el PHB de partida, lo que se manifiesta en una mejor capacidad de absorcion de agua y en
incremento de la insolubilidad en solventes organicos como el cloroformo, donde el PHB

se disuelve con facilidad.

4.33  Estudio preliminar sobre la posible aplicacion de los copolimeros por injerto
obtenidos en la Ingenieria Biomédica.

Para el estudio preliminar de la aplicacion de los copolimeros obtenidos, se eligio el P
(HB-g-VA) ya que por sus caracteristicas quimicas resulta un material atractivo para su
uso en la ingenieria Biomédica porque tanto el PHB como el PVA con materiales
biodegradables y biocompatibles.

Se realizo la preparacion de nanoparticulas del copolimero por el método de emulsion de
agua en aceite (o/w) y extraccion del solvente de acuerdo a lo descrito anteriormente.
Las particulas obtenidas fueron caracterizadas en un Microscopio de Fuerza Atomica
(AFM, de sus siglas en inglés Atomic Force Microscope).

La Figura 50 muestra Imagenes de Microscopia de Fuerza Atomica de las nanoesferas de
P (HB-g-VAC). Las nanoesferas obtenidas tienen un didmetro aproximado de 40-50 nm.
Se realizé el analisis por Microscopia Electrénica de Barrido, pero no se pudo tener una
imagen clara de las nanoesferas porque dado su tamafio y las caracteristicas del material,
se presentaron dificultades como degradacion frente al haz de electrones, deformacion

por enfriamiento etc.
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Figura 50 Iméagenes de Microscopia de Fuerza Atomica de las nanoesferas de

P (HB-g-VAC)
Otro problema que se presento6 en la sintesis es la irregularidad del tamafio de particulas.
No todas las particulas poseian el mismo tamafio lo que esta realcionado en parte por la
polidispersidad del material Las nanoesferas obtenidas podrian ser utilizadas en la
nanoencapsulacién de farmacos y ser utilizado como sistema avanzado de liberacion
controlada (ADS, por sus siglas en Inglés, Advanced Delivery System) en la liberacion
de sustancias tales como antinflamatorios, anticancerigenos etc en la terapia de
enfermedades cronicas degenerativas. Es necesario realizar un mayor esfuerzo en la
investigacion de las posibles aplicaciones de estos materiales, pero es evidente que por

sus propiedades su utilidad practica es prometedora.
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CAPITULO 5. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES.

Los estudios realizados revelan que las cadenas los mondmeros utilizados se introducen

por polimerizacion de injerto inducidos por radiaciones gamma en el sustrato PHB

obteniéndose un copolimero por injerto en cada caso.

1-

Se logro la sintesis de los copolimeros por injerto de los monémeros VAc, VA,
MBu, MA, AAm por copolimerizacion de injerto radioinducida en el PHB,
utilizando el método de irradiacion simultanea.

Se obtuvieron nuevos materiales (P (HB-g-VAc); P (HB-g-VA); P (HB-g-MBu);
P (HB-g-MA), y P (HB-g-AAm) a partir de la modificacion del PHB, con el
injerto de los monomeros (VAc, VA, MBu, MA, AAm) respectivamente, por
medio de una reaccion de polimerizacion de injerto inducida por radiaciones de
alta energia.

Se demostro la formacion de los copolimero por medio de su caracterizacion
quimica fisica a través de técnicas espectroscépicas y calorimétricas tales como
RMN, FTIR, DFRX, Raman, Microscopia , DSC , y ATG, obteniéndose
resultados consistentes que indican la formacién de los nuevos materiales, la
composicion , el grado de injerto, el grado de cristalinidad , los parametros
termodinamicos, los grupos funcionales, la morfologia y la estructura de los
nuevos materiales.

El grado de cristalinidad de los copolimeros disminuy6 con respecto al PHB lo

que indica que la introduccién de los monomeros utilizados en la cadena
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carbonada del PHB altera la cristalizacion del mismo. Estos resultados sugieren
que la habilidad de cristalizar del PHB se torna débil debido al injerto del
mondmero que el mismo no solo ocurre en la zona amorfa del biomaterial sino
que perturba parcialmente su region cristalina.

De los resultados experimentales se corrobora que el injerto de los monémeros
utilizados ocurre por los carbonos metinicos y metilénicos del PHB, pero
fundamentalmente por el carbono terciario del PHB, por medio de una reaccion
de acoplamiento radicalico entre los centros activos de los radicales primarios de
la cadena carbona del PHB y los centros activos de las cadenas crecientes del
homopolimero.

Todos los estudios realizados indican que los copolimeros por injerto obtenidos
son mas hidrofilicos que el PHB, lo que se manifiesta en un mayor grado de

hinchamiento de las membranas estudiadas.
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CAPITULO 6. RECOMENDACIONES
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RECOMENDACIONES.

1- Realizar un estudio sobre la posible aplicacion de los materiales obtenidos en la
Ingenieria Biomédica.

2- Optimizar la sintesis de las nanoesferas obtenidas a partir del P (HB-g-VA) para
su uso como sistema avanzado de liberacion de farmacos.

3- Obtener un producto nanoencapsulado que pueda ser utilizado para la terapia de

alguna enfermedad cronica degenerativa.
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