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CAPITULO 1

Objetivo General

La obtencién de un injerto binario de AAc/NIPAAm en PTFE
mediante radiacion ionizante y la inmovilizaciéon de biocompuestos

en este sistema

Objetivos particulares

* Injertar AAc/NIPAAm en PTFE activado por un método de
preirradiacion oxidativa
e Inmovilizar albtimina de huevo como proteina modelo en las
peliculas de PTFE modificadas con AAc y NIPAAm
* Inmovilizar invertasa de levadura (Saccaromices cereviseae) en
las peliculas injertadas
» Caracterizar a la enzima inmovilizada (estabilidad térmica, pH

6ptimo, actividad relativa)



CAPITULO 2
Introduccion
El empleo de biomoléculas en varios campos cientificos y tecnolégicos
para el desarrollo de biosensores, andlisis quimico y clinico, catdlisis
enzimatica, etc., es un campo de interés creciente; asi como el empleo
de polimeros inteligentes, los cuales responden de manera abrupta a
pequenios estimulos, o cambios, en el medio ambiente, tales como
concentracion de iones, pH, temperatura, campos magnéticos, etc.
El injerto de mondémeros en cadenas poliméricas da como resultado
nuevos materiales con caracteristicas que combinan propiedades de los
monodmeros injertados con las de las cadenas originales. Hecho que
permite el desarrollo de una gran variedad de materiales poliméricos
capaces de ser empleados como soportes de biomoléculas.
Las enzimas son biomoléculas capaces de catalizar reacciones quimicas
en condiciones relativamente suaves de presién y temperatura, es esta
quizé la caracteristica mds atractiva que presentan, entre otras puede
mencionarse su elevada selectividad al sustrato. Sin embargo al ser
solubles en agua no permiten una catalisis heterogénea y generalmente
se pierden en cada lote empleado. Existe la posibilidad de inmovilizar
a las enzimas a través de los grupos reactivos residuales de la cadena
polipeptidica, como -NH-> de los residuos de lisina.
Este trabajo presenta los resultados de la inmovilizacién de albamina
de huevo e invertasa de levadura en injertos binarios de &cido acrilico
(AAc) y N-isopropilacrilamida (NIPAAm) en politetrafluoroetileno
(PTFE); la caracterizaciéon del injerto; las cantidades de proteina
inmovilizada; y algunas de las caracteristicas de la enzima

inmovilizada.



CAPITULO 3

Generalidades

3.1. Polimeros

La palabra polimero se deriva de las palabras en griego clasico poly,
que significa muchos y meros que significa partes. De manera
simplificada un polimero es una cadena molecular compuesta por
un gran numero de unidades de repeticion de idéntica estructura
(Fried, 2003). Si el polimero es rigurosamente uniforme en peso y
estructura molecular, su grado de polimerizacion es indicado por un
numeral griego, de acuerdo con el ntimero de unidades de
mondémero que contiene; asi, hablamos de dimeros, trimeros,
tetramero, pentamero y sucesivos. El término polimero designa una

combinacién de un ntiimero no especificado de unidades.

Un polimero no consta, necesariamente, de moléculas individuales
todas del mismo peso molecular, y no es necesario que tengan todas,
la misma composicion quimica y estructura molecular. La gran
mayoria de los polimeros sintéticos y naturales importantes son
mezclas de componentes poliméricos homoélogos. La pequena
variabilidad en la composicién quimica y en la estructura molecular
es el resultado de la presencia de grupos finales, ramas ocasionales,
variaciones en la orientacion de unidades monoméricas y la
irregularidad en el orden en el que se suceden los diferentes tipos de

esas unidades en éstos.



La materia esta formada por moléculas que pueden ser de una gran
diversidad de tamafios, ya sea de un pequefio ntimero de Daltones o
de masas de varios miles de éstos. Los polimeros se producen por la
unién de cientos de miles de moléculas pequefias denominadas
monoémeros que forman enormes cadenas de las formas mas
diversas. Las diferentes conformaciones espaciales que adquiere un
polimero, dependen estrictamente de las interacciones que puedan
establecer consigo mismas y el medio en el cual se generan, o se
encuentran. Algunas moléculas poliméricas forman fibras, otras
tienen ramificaciones, algunas mas generan estructuras helicoidales

o grandes cuerpos globulares, asi como redes tridimensionales.

Existen polimeros naturales como el algodén, formado por fibras de
celulosas. La celulosa es un homopolimero de glucosa ampliamente
distribuido en los sistemas vegetales, teniendo una gran aplicaciéon
en materiales diversos tales como telas y papel. La seda y la lana son
otros ejemplos de polimeros naturales, pero a diferencia de la
celulosa, son heteropolimeros formados por aminoacidos. El hule de
los arboles de hevea y de los arbustos de Guayule, son también
polimeros naturales importantes, con unidades monoméricas

isoprendides.

Sin embargo, una gran cantidad de los polimeros que se emplean en
procesos industriales y cotidianos son materiales sintéticos con
propiedades y aplicaciones variadas. Lo que distingue a los
polimeros de los materiales de bajo peso molecular son,
principalmente, sus propiedades mecédnicas. En general, los

polimeros tienen una excelente resistencia mecanica debido a que



las grandes cadenas poliméricas se atraen. Las fuerzas de atraccion
intermoleculares dependen de la composiciéon quimica del polimero
y pueden ser de varias clases. Las mds comunes son los puentes de
hidrégeno, en los casos en que pueden establecerse y mas

comunmente las fuerzas de Van der Walls.

El consumo de polimeros sintéticos ha aumentado en los tltimos
afios. Estos productos derivados de la petroquimica han sustituido
parcial, y a veces totalmente, a muchos materiales naturales como la
madera, el algodoén, el papel, la lana, la piel, el acero y el cemento.
Los factores que han favorecido el mercado de los plasticos son los
precios competitivos, y a veces inferiores, a los de los productos
naturales, y el hecho de que el petréleo ofrece una mayor

disponibilidad de materiales sintéticos que otras fuentes naturales.
3.2. Procesos de polimerizacion

Existen diversos procesos para que se generen las uniones quimicas
de las unidades monomeéricas unas con otras para formar
macromoléculas. Su clasificacion se basa en el mecanismo por el
cual se unen tales estructuras o en las condiciones experimentales de

reaccion.

3.2.1. Mecanismos de polimerizaciéon. La polimerizacién puede

efectuarse por distintos métodos:



3.2.2. Polimerizacién por adicion

La adicién de moléculas de monémero, del mismo tipo por
apertura del doble enlace sin eliminacién de ninguna parte de la
molécula (polimerizacion de tipo vinilo.).

Adicion de pequenas moléculas de un mismo tipo unas a otras
por apertura de un anillo sin eliminacién de ninguna parte de la
molécula (polimerizacién tipo epoxi.).

Adicion de pequenas moléculas de un mismo tipo unas a otras
por apertura de un doble enlace con eliminacién de una parte de la
molécula (polimerizacién alifatica del tipo diazo).

Adicién de pequefias moléculas unas a otras por ruptura del
anillo con eliminacién de una parte de la molécula (polimerizacién
del tipo a-aminocarboxianhidro.).

Adiciéon de birradicales formados por deshidrogenacion

(polimerizacion tipo p-xileno.).
3.2.3. Polimerizacion por condensacién.

Formacién de poliésteres, poliamidas, poliéteres, polianhidros,
etc., por eliminacion de agua o alcoholes, con moléculas
bifuncionales, como acidos o glicoles, diaminas, diésteres entre otros
(polimerizacion del tipo poliésteres y poliamidas.).

Formaciéon de polihidrocarburos, por eliminaciéon de
halégenos o haluros de hidrégeno, con ayuda de catalizadores
metdlicos o de haluros metélicos (policondensaciéon del tipo de

Friedel-Craffts y Ullmann.).



Formaciéon de polisulfuros por eliminacién de cloruro de
sodio, con haluros bifuncionales de alquilo, o arilo y sulfuros
alcalinos o polisulfuros alcalinos o por oxidacién de dimercaptanos

(policondensacién del tipo Thiokol.).
3.2.4. Polimerizacion en suspension, emulsiéon y masa.

a. Polimerizacién en suspensiéon. En este caso el activador de la
reaccion (por ejemplo un perdxido), es soluble en el
monoémero. La polimerizacién se realiza en agua, y como tanto
el monémero como el polimero que participan en ella son
insolubles en agua, se obtiene una suspension. Para evitar que
el polimero se aglomere en el reactor, se adicionan a la
disolucién pequenias cantidades de alcohol polivinilico, el cual
cubre la superficie de las gotitas del polimero y evita que se

peguen.

b. Polimerizaciéon en emulsion. La reaccion se realiza también en
agua, con peroxidos solubles en ésta, pero en lugar de
agregarle un agente de suspension como el alcohol
polivinilico, se afiade un emulsificante, que puede ser un
detergente o un jabén. En esas condiciones el monémero se
emulsifica, es decir, forma gotitas de unas cuantas micras.
Estas microgotitas quedan estabilizadas por el jabon durante
todo el proceso de la polimerizacion, y acaban formando un
producto de aspecto lechoso, del cual se hace precipitar el

polimero rompiendo la emulsion. Posteriormente se lava,



quedando siempre restos de jabon, lo que le imprime

caracteristicas especiales de adsorcion de aditivos.

c. Polimerizacion en masa. En este tipo de reaccién, los tnicos
ingredientes son el mondémero y el peréxido. El polimero que
se obtiene es muy semejante al de suspension, pero es mads
puro que éste, y tiene algunas ventajas en la adsorciéon de

aditivos porque no esta contaminado con alcohol polivinilico.
3.3. Polimeros de Bloque e Injertos

Se han desarrollado métodos interesantes para la sintesis de
copolimeros de bloque e injertos. Estos métodos han encontrado
aplicacion préctica en la preparacion de poliestireno de alta
resistencia al impacto, de los cauchos de elevada resistencia a la

abrasion y de fibras acrilicas, entre otros.

Un principio de la copolimerizacién por injerto consiste en
polimerizar un mondémero, el monémero-B, en presencia de un
polimero, el poli-A, de manera tal que los centros iniciadores de las
reacciones de la segunda polimerizacion estén situados todos en el

polimero original.

Una forma particularmente efectiva de conseguir este resultado es
someter el poli-A a la degradacién mecanica en presencia del mono-
B. Si las cadenas del polimero se rompen por la accién mecénica, se
forman dos radicales libres en el punto de ruptura de la cadena.

Estos dos radicales pueden utilizarse si se evita que se recombinen o



desproporcionen uno con el otro o que sean consumidos por alguna
otra impureza reactiva, como el oxigeno y en presencia de un
monémero vinilico. Muchos tipos de agitacion mecénica,
particularmente el prensado en calandria, la molienda, la
compresion en estado pléstico y la agitacion con sacudimiento en
solucién, conducen a la unién quimica del segundo monémero y el
primer polimero. Para que la degradacién mecénica sea efectiva,
conviene que el poli-A tenga un peso molecular relativamente alto.
Se han hecho grandes progresos en el injerto del estireno, ésteres
acrilicos, acrilonitrilo al caucho y a muchos elastémeros sintéticos;
los monémeros vinilicos también se han injertado a la celulosa y
derivados de esta; poliésteres, poliamidas, poliéteres y proteinas.
Los productos resultantes combinan en forma muy interesante las

propiedades de los dos compuestos.

Los trabajos sobre obtencién de injertos por medio de radiacion han
progresado considerablemente, sobre todo mediante el empleo de
mejores fuentes de radiacion (aparato de Van der Graff, aceleradores
lineales, fuentes de %°Co y de 1%7Cs) y por el descubrimiento de que
la luz wultravioleta es capaz también de producir enlaces
transversales e injertos en presencia de sensibilizadores. En muchos
casos se ha reducido substancialmente la degradacion indeseable del
poli-A producida por la acciéon de la radiacion ionizante, mediante
la aplicacion de estabilizadores del tipo amina aromatica, disulfuro

aromatico o bien mediante el empleo de dosis bajas de radiacion.



3.4. Polimeros inteligentes (Gil et al., 2004; Hoffman, 2000)

Polimeros como proteinas, polisacaridos y acidos nucléicos estan
presentes como componentes bésicos en los sistemas organicos
vivientes. Polimeros sintéticos, disefiados para mimetizar estos
biopolimeros, han sido ampliamente desarrollados en un campo

muy activo debido a su valor cientifico e industrial.

Las propiedades que presentan los biopolimeros en los organismos
vivos estan basadas en las interacciones cooperativas que se generan
por pequefios cambios ambientales. Tales interacciones
microscopicas pueden generar fuerzas directrices significativas en

nivel macromolecular.

Los biocompuestos son materiales que involucran compuestos
biolégicamente activos tales como enzimas, anticuerpos, hormonas
y diversas proteinas; se han preparado por conjugacion aleatoria de
un polimero con grupos amino de la superficie de las proteinas de
interés, o bien por conjugacion especifica de polimero con grupos
funcionales de las proteinas -tiol, hidroxilo, etc.- seleccionados por

medio de ingenieria genética.

Los polimeros inteligentes se definen como polimeros que exhiben

cambios



fisicos o quimicos relativamente grandes, y de manera abrupta, en
respuesta a cambios pequefios que ocurren en las condiciones del
medio.

Los estimulos a los cuales responden estos sistemas inteligentes
pueden ser muy variados y clasificados como fisicos y quimicos. De
entre los estimulos quimicos pueden citarse al pH, factores i6nicos,
agentes quimicos, los cuales pueden cambiar la interaccion
molecular entre las cadenas poliméricas, o entre las cadenas y el
disolvente. Los estimulos fisicos como temperatura, campos
eléctricos, magnéticos, y estrés mecénico pueden afectar el nivel de
varias fuentes de energia al alterar las interacciones en puntos

criticos disparadores.

Las respuestas de los sistemas poliméricos a estos estimulos han
sido ampliamente utilizadas en aplicaciones bio-relacionadas, como
liberacién controlada de farmacos, biotecnologia y cromatografia. Se
han desarrollado sistemas capaces de responder a dos o mas
estimulos en el mismo polimero, como en el caso de sistemas

sensibles a la temperatura y pH.

3.4.1 Polimeros termo sensitivos (Gil et al., 2004)

Dentro de los polimeros que exhiben respuesta a la temperatura, las
poli(N-acrilamidas) sustituidas son representativas de este grupo.
Presentan una temperatura minima critica de solucién (lower critical
solution temperature, LCST por sus siglas en inglés), es decir que
exhiben una transicién de fase de una forma soluble a otra insoluble

en agua alrededor de un valor estrecho de temperatura. El polimero



poli (N-isopropilacrilamida) es el més popular de los polimeros
termo-responsivos 'y su LCST estd alrededor de 32°C. El
comportamiento de este sistema ha sido ampliamente estudiado, no
s6lo para elucidar el mecanismo de accién sino para desarrollar

aplicaciones tecnoldgicas especificas.

La temperatura es el estimulo mds ampliamente utilizado en
sistemas sensibles al medio. El cambio de temperatura no sélo es
relativamente facil de controlar sino que puede emplearse

exitosamente en sistemas in vivo e in vitro.

3.4.2 Polimeros con respuesta al pH

Una conformacién en respuesta al pH, con cambios en la solubilidad
es un comportamiento comdn en los biopolimeros. Los polimeros
pH-sensitivos estdn constituidos de cadenas capaces de aceptar y
donar protones en respuesta a cambios ambientales de pH. Los
polimeros que contienen grupos ionizables en sus cadenas
carbonadas son polielectrolitos en medios acuosos y se caracterizan
por su rapido cambio en el estado de ionizacién cuando se alcanza
su pKa. Existen polidcidos y polibases (Gil et al, 2004). Se han
estudiado sistemas de polimeros inteligentes con més de una
respuesta a un tipo de estimulo. Esta combinaciéon de copolimeros
puede manifestar propiedades muy interesantes con muchos nuevos

campos de aplicaciéon (Hoffman, 1995)

3.4.3Polimeros estimulo sensibles



El injerto de sistemas de copolimeros es muy usual para obtener
polimeros con varias funcionalidades, porque podemos esperar
funciones de la cadena soporte y de las cadenas injertadas
(Takeuchi, et al, 1993). Los polimeros inteligentes pueden ser
quimicamente injertados o fisicamente adsorbidos en soportes
poliméricos soélidos, entonces pueden apreciarse cambios en la
superficie del soporte, tales como espesor, hinchamiento o carga
superficial en respuesta a pequeiios estimulos como temperatura de
soluciéon, pH o concentracion especifica de iones. Estas respuestas
pueden ser mucho mas rdpidas que en los sistemas sélidos o
hidrogeles debido a que las coberturas, o los injertos, de las

superficies pueden ser muy finas. (Hoffman, 1995)

3.5 Interaccién radiacion materia

El término radiaciéon de alta energia se aplica indistintamente a
particulas que se mueven con alta velocidad -electrones, particulas
B, protones, neutrones y particulas 0, aceleradas- y a radiacién
electromagnética de longitud de onda corta -rayos x y rayos y-. Los
procesos mediante los cuales estas diferentes formas de radiacion
reaccionan con los atomos del espécimen cuando pasan a través del

el, son muy diferentes.

En su paso a través de la materia, todas estas formas de radiacion
pierden energia al interactuar con los electrones y ntcleos del
medio, dando lugar a desplazamiento de ntcleos, liberacién de
electrones, ionizaciéon de atomos o moléculas, y a moléculas o

atomos excitados, cuando un electrén es desplazado a un nivel



energético superior. S6lo ocurren cambios en la estructura nuclear
cuando las particulas energéticas, o fotones, tienen energia
suficiente, pero estos cambios no tiene importancia para los fines de

este trabajo.

Desde el punto de vista quimico, las diferencias més importantes
entre las diferentes formas de radiacién de alta energia dependen de
la relaciéon de energia perdida por unidad de distancia recorrida, lo
cual determina la penetraciéon del haz incidente asi como la
densidad y distribucién de iones o moléculas excitadas relacionadas
con cada particula incidente. El pardmetro cuantitativo para la
evaluacion de la capacidad de un medio para hacer perder energia
al haz incidente se denomina transferencia lineal de energia (linear

energy transfer, LET, por sus siglas en inglés), La:

— dELET
LA - dl

Donde dE;er es la energia transferida a la sustancia por la particula

cargada a lo largo de la ruta dl.

La LET depende de la naturaleza del material y de la energia de la
particula. La unidad en el Sistema Internacional para la LET es joule

por metro (1keV/pm=0.16nJ/m).

La interaccion de la radiacion de alta energia con la materia procede
a través de tres procesos principales- la reaccién con el ntcleo:
produciendo nuevos arreglos nucleares o estructuras; el

desplazamientote de ntucleos: dando lugar a un nuevo arreglo



atomico o molecular; y la interaccién con los electrones de los
orbitales. Estos procesos no involucran un cambio en la estructura
nuclear, y cualquier rearreglo ocurre indirectamente debido a
diferencias electrénicas. El primer proceso no es de incumbencia del
objeto de estudio de la Quimica de radicaciones, disciplina que,
Unicamente, esta relacionada con la tercera de estas interacciones
bésicas. No obstante, muchos de dichos cambios, de hecho aquellos
que le dan origen, (absorcién energética y reparticion, asi como la
ionizacién y excitacién), son usualmente considerados como de
interés primordial a los fisicos que estudian las relaciones entre las
propiedades fisicas -mecdnicas, eléctricas y Opticas- y como se ven

influidas por la exposicién a radiaciéon de alta energia.

La interaccion de la radiacién de alta energia y la materia, puede
generar efectos importantes sobre las nubes electrénicas de los
atomos y moléculas del medio, generando iones positivos al
arrancar electrones de los orbitales atobmicos o moleculares, o bien
especies excitadas, en las cuales se promueve un electrén a estados
energéticos superiores. El retorno a niveles energéticos basales

tendrd como consecuencia la emision de energia por parte del

electron.
G
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Figura 3.5.1. Efecto de radiacion electromagnética con un dtomo
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Figura 3.5.2. 1zq. Principales efectos de la radiacion sobre la materia. Der.

Efectos que se observan en funcion de la energia y el niimero atémico

Efecto fotoeléctrico. Ocurre cuando un fotén transfiere toda su
energia a un electron atémico de una capa interna. Si la energia
suministrada es superior a la energia de ligadura del electron al
atomo, aquél es expulsado. Si el lugar vacante es ocupado por un
electrén externo, se puede liberar la energia sobrante en forma de
un rayo X (fenémeno de fluorescencia) o expulsando un electréon

periférico (efecto Auger).

Efecto Compton. Ocurre cuando el fotén incidente, cede parte de su
energia a un electrén periférico. El resultado es un fotéon de menor

energia y un electrén desviado de su 6rbita.

Creacion de pares: Consiste en la transformaciéon de un rayo y con

energia superior a 1.02 MeV, en un par electréon-positréon, por la



interaccion del fotén con el campo magnético del ntucleo. Para que
se produzca debe haber un ntcleo o electrén cerca, para que se

cumplan los principios de conservacion de la energia y el impulso.

Fuentes de radiacién (Ivanov, 1992)
De acuerdo con su origen, las fuentes de radiacién, pueden

clasificarse dentro del siguiente esquema

Se puede observar claramente que el primer y tercer grupo estan
relacionados directamente con el uso de reactores nucleares.

El proceso de radiacién de diversos materiales es llevado a cabo en
unidades con radiois6topos, las cuales pueden estar constituidas

por radiontclidos duraderos, o efimeros, relativamente.

Los reactores nucleares han sido disefiados para suministrar calor y
energia eléctrica, no obstante, las barras de combustible son fuente
no s6lo de calor y energia eléctrica, sino también de radiontclidos

que pueden emplearse en la Quimica de radiaciones.
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Figura 3.5.3. Fuentes de radiacion de alta energia

Aceleradores de electrones

De entre las fuentes de radiacion ionizante, los aceleradores de
electrones han sido empleados exitosamente en la quimica de
polimeros. Para este prop6sito también se han empleado fuentes de
rayos X, los cuales presentan un espectro energético continuo, a
diferencia de las fuentes de radiondclidos y sus emisiones Yy

monoenergeéticas.

Los aceleradores de electrones (y en general de particulas),
presentan algunas ventajas considerables, como pueden ser el bajo
riesgo de radiacion (dado que pueden ser apagadas y eso las hace
muy seguras); el poder y geometria de los haces, asi como la

intensidad, pueden ser modificados y controlados en un rango



bastante amplio; es posible proporcionar dosis de radiacién en
varios ordenes de magnitud por encima de lo que los radiontclidos
pueden permitir. Los aceleradores son ampliamente usados para
llevar a cabo procesos inducidos por radiacién sobre polimeros,

tales como entrecruzamiento, curado e injerto.

La limitacién principal de usar aceleradores de particulas cargadas,
es la longitud tan pequefia, que pueden atravesar éstas, en los
medios condensados: alrededor de 0.5cm/MeV, lo que da como
resultado que su empleo se reduzca a casos en los que se trabajan
peliculas o capas finas. Huelga decir que son ideales para

recubrimientos y curado de pinturas en peliculas.

Los aceleradores de particulas cargadas hacen posible llevar a cabo
procesos de radiaciéon continuos o pulsados de los materiales. La

frecuencia de los pulsos puede variar de 10-12a 10 s.

Fuentes de radiacion duraderas

En la quimica de radiaciones en polimeros, la radiacién o
practicamente no se emplea debido a su bajo poder de penetracion.
Debido a la misma razoén las fuentes de radiacion 3, son raramente
usadas, aunque en los casos de curado en peliculas finas estas

fuentes son muy adecuadas.

El radiontclido ®Co y, menos frecuentemente 13Cs se emplean en
Quimica de radiaciones como fuente de radiacion y. La radiacion de

estas especies es monoenergética, o bien, caracteristica, es decir que



presentan valores discretos de energia. El ¥Co genera dos tipos de
fotones, con energias de 1.33 y 1.17 MeV. El tiempo de vida media
del 9Co es de 5.3 afios (Navarrete y Cabrera, 1993); el del 1Cs es de

30 afios, con una energia foténica de 0.66MeV.

En un reactor nuclear la reaccién nuclear que da origen al ¢®°Co es la
siguiente:

2Co+,n- PCo+y, o bien *Co(n, y)*Co.

Siendo esta fuente de radiacion y la mas ampliamente utilizada en
la quimica de radiaciones sobre polimeros. El radioisétopo
producido ( de forma metdlica), puede alcanzar una actividad entre
1.85x10?Bq y 3.7 x 102Bq/g, dependiendo del tiempo que
permanezca enriqueciéndose en el reactor nuclear (Woods y Pikaev,

1994)

3.6. Radiacién de polimeros
La quimica de radiaciones de polimeros comprende las siguientes

secciones

1) Polimerizacion inducida por radiacién. Formacién de polimeros

por irradiacion de los monémeros.

2) Transformacion quimica de polimeros por radiaciéon. Aqui se
incluye: a) injerto de co-polimeros: modificaciéon de polimeros o
materiales poliméricos por injerto de un monémero (o

mondémeros)., b) reticulacion: la formacién de sistemas



tridimensionales a partir de polimeros de cadenas lineales o
ramificadas o la ciclizacion de macromoléculas, c) radidlisis:

degradacion o escision de cadenas poliméricas.

3) Proteccién de polimeros contra la radiaciéon y resistencia a la

radiacion.

De donde puede observarse que por medio de la radiaciéon es

posible sintetizar, modificar, reticular o degradar polimeros.

Polimeros injertados por medio de radiacion

La produccion de polimeros injertados es un excelente ejemplo de la
capacidad de la radiacién para iniciar reacciones en el estado sélido.
En el material injertado, la estructura del polimero, con unidades
monoméricas A, se unen en un numero de sitios determinados a
cadenas de wunidades monoméricas B. Las propiedades
fisicoquimicas de los polimeros A y B pueden ser completamente

diferentes.

Existen muchos métodos disponibles para generar estos injertos por
medio de radiacion. En forma simple, el polimero A es irradiado en
presencia del mondémero B, pero en este caso algo del monémero B
reacciona consigo mismo, formando polimero B puro, lo cual no es
deseable. En caso de que se trate de un polimero degradable (4),
predominaran los productos de bloque, en tanto que si se trata de

un polimero que reticula bajo radiaciéon es mas probable que ocurra



igual namero de copolimero de injerto y homépolimero (Chapiro,

1962)

El polimero A puede ser irradiado para formar radicales consigo
mismo y se introduce en el monémero B. La reaccién puede ocurrir
rdpidamente, para evitar que los radicales reaccionen con A, pero la
limitada penetraciéon de A en B puede hacer que el injerto no sea

uniforme.

La tercera técnica consiste en irradiar A en presencia de oxigeno del
aire, con lo que se generan grupos 6xidos y peroxidos, los cuales son
térmicamente inestables. Cuando se coloca en el monémero B y el
sistema se calienta, los grupos formados pueden romperse y
reaccionar con el mondémero B, con lo cual se propaga una

polimerizacién convencional:
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O bien puede ocurrir la formacioén de hidroperéxidos, térmicamente

inestables, con lo cual se espera que ocurran las reacciones

siguientes:
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El cuarto método es irradiar el polimero A en presencia de una
solucién acuosa del monémero B. La formacién del homopolimero B

se evita por presencia, en solucion, de iniciadores como sales de Fe.

La combinaciéon covalente de dos cadenas poliméricas muy
diferentes promete el uso en nuevos productos y el desarrollo de

muchos otros. Una de las aplicaciones es en forma de membranas



empleadas para filtraciones quimicas. En estos sistemas es comun

proveer un caracter hidrofilico injertando acido acrilico.

Polimeros con injertos binarios

La posibilidad de llevar a cabo el injerto de cadenas poliméricas
binarias, alternadas o en bloques, cuando se lleva a cabo una
polimerizacién en presencia de una solucién de dos mondémeros,
estd estrechamente relacionada con la reactividad que cada
monoémero presenta hacia el otro y hacia si mismo. Es posible llevar
a cabo polimerizaciones en el seno de soluciones de uno o maés
monoémeros, de donde se pueden generar sistemas alternados o en
bloque y puede, ademads, favorecerse el predominio de sistemas en
bloques o intercalados por medio de la modificacion de condiciones

de reaccion

Es posible obtener sistemas totalmente en bloques si se llevan a
cabo reacciones en dos o mds pasos, en las cuales el monémero A se
injerta primero en las cadenas soporte, posteriormente se pone en
contacto el sistema con un segundo polimero B y asi se forma un
segundo bloque. Es facil apreciar que el proceso permite la inclusion
de bloques de una infinidad de mondémeros y las veces que sean

necesarias dependiendo de la aplicacién buscada.

Activacion de polimeros por formacioén de perdxidos (peroxidacion)
Esta técnica involucra preirradiacion del polimero en presencia de
aire u oxigeno para que los macroradicales formados se transformen

en perdxidos e hidroperéxidos. Cuando el polimero preirradiado es



subsecuentemente calentado en presencia del monémero (en
ausencia de aire), los peréxidos (AOOA) y los hidroperéxidos
(AOOH) se descomponen:

AOOA - 2A0],

AOOH - AOI[+[OH,

De donde los macroradicales AO. Sirven como sitios activos para el
injerto. Los hidroper6xidos son mdas activos que los
dialquilperéxidos, los cuales requieren mayor temperatura para su
descomposicion. Los perdxidos e hidroperéxidos pueden iniciar

injertos cuando se descomponen en presencia de luz ultravioleta.

Una desventaja de la técnica de perdxidos es que la presencia de
radicales hidroxilo (.OH) induce homopolimerizaciéon del
monomero. Esto puede evitarse con la adicion de metales de
transicion, los cuales inhiben la formacion de radicales hidroxilo.
Por ejemplo, por medio de la adicién de compuestos de Fe(II), los
cuales reaccionan con los hidroperéxidos para formar radicales

alcoxi, pero no radicales hidroxi.

Fe"+AO.H - Fe"+AO[FOH -

3.7. Politretrafluoroetileno (Charlesby, 1960)

Politetrafluoroetilino (PTFE) es una larga cadena polimérica (CF»-
CF;), de gran simetria que pude ordenarse en una estructura
altamente cristalina. Sus diversas aplicaciones en diversos campos

son debidas a su alta temperatura de fusién, su amplio intervalo



térmico de trabajo (-100 - 300°C), es quimicamente inerte y presenta
un bajo coeficiente de friccién; propiedades suficientemente
importantes para pasar por alto los costos y dificultades técnicas

para su manufactura.

El punto de fusiéon (temperatura a la que los cristales funden y el
polimero adquiere una estructura amorfa), esta alrededor de 330°C.
Estudios de difracciéon de rayos X han puesto en evidencia algunas
transiciones por debajo de esta temperatura 20 y 30°C la ocurrencia
de estos cambios en la estructura, por demas imprevistos, y tan
alejados del pf es probablemente tinico en polimeros de cadena
larga y puede ser explicado en términos de la relativa linealidad y
forma cilindrica de la molécula polimérica. Los cambios en el patron
de difraccién de rayos X a estas temperaturas son consistentes con
un desplazamiento rotacional y longitudinal a lo largo de los ejes de
la cadena. El arreglo de cada molécula permanece altamente

inalterado.

Cambios inducidos por radiacién en politetrafluoroetileno

Existe mucha informacién publicada acerca de los cambios
producidos en PTFE por exposicion a radiacion altamente
energética. Muchos de los cambios observados no terminan cuando
la radiaciéon se detiene sino que contintian progresivamente a lo
largo de semanas. Este comportamiento puede deberse a la reaccion
de radicales atrapados en el sistema, a partir del oxigeno se pueden
dar ataques en estos radicales. Ocurre que la fractura de los enlaces

internos genera estrés por la oclusion de gases los cuales tienen una



velocidad baja de difusion. Deterioros estructurales similares

pueden observarse en polimetilmetacrilato.

Cambio en propiedades quimicas

En dosis de radiacion tan bajas como 50kGy de radiacién gamma el
PTFE pierde parte de sus capacidades mecédnicas. Un marcado
deterioro en la fuerza de tensiéon de peliculas delgadas para dosis
tan bajas como 10kGy de radiacion electrénica puede observarse
para este sistema, pero este deterioro no se incrementa con el tiempo

después de la exposicion.

El decremento en la fuerza de tension de PTFE (prueba de fractura
llevada a cabo por debajo de su Tm) se ha empleado para medir el
cambio por radiaciéon. Se observan decrementos significativos en
dosis tan bajas como 0.01kGy, de radiacion gamma de %Co.
Cambios similares pueden observarse en la viscosidad que puede
decrecer en un factor de 200 para dosis de s6lo 3kGy. Estas dosis son
considerablemente menores a las necesarias para producir cambios
perceptibles en las propiedades mecénicas de otros polimeros los
cuales se degradan bajo radiacion, por ejemplo metilmetacrilato. Si,
por ejemplo, el valor G para degradacion es alrededor de 3 (para
muchos polimeros), una dosis de radiaciéon de 1kGy puede producir

sOlo una fractura por 6.4x10* &tomos de carbono.

Cambios quimicos



La naturaleza quimica inerte del PTFE dificulta la determinacién de
los cambios quimicos producidos por la radicaciéon, empleando
métodos quimicos convencionales. Por medio de espectroscopia de
IR se han podido detectar cambios, los cuales sefialan hacia la

formacioén de insaturaciones,

~C =C- +2F;
-CF -CF-*F.,

aunque la relacion entre la insaturacién y la dosis, o razén de dosis,
no se ha determinado. La presencia de insaturaciones puede ser

determinada por medicién directa de la oxidacion.

Los gases generados cuando el PTFE se somete a radiacion, en viales
de silica sellados al vacio, al estudiarse por medio de espectrometria
de masas, muestran una composicion principal de SiF, y CF4 en
cantidades aproximadamente iguales. La presencia de SiF4 se debe
al ataque del fluor al contenedor de vidrio. Se ha demostrado que
también se genera la siguiente reaccion, la cual se lleva a cabo
rapidamente. La presencia de pequenas cantidades de CO, en los

gases analizados puede confirmar esta reaccion.

CF4+S.OZDD - §F4+C02

3.8. Enzimas



En los dltimos afios, la biotecnologia ha experimentado grandes
avances, paralelamente a sus aplicaciones para la obtencién de
productos para las industrias quimica, alimentaria y farmacéutica.
Los procesos catalizados por enzimas en la industria son cada dia
mas numerosos, ya que presentan una serie de ventajas frente a los
catalizadores convencionales no biolégicos, tales como son una gran
actividad catalitica; gran especificidad de sustrato (incluso
esteroselectividad y regioespecificidad); son muy activos a
temperatura ambiente y presién atmosférica. Las enzimas son
catalizadores biol6gicos que incrementan las velocidades de
reaccion, teniendo lugar estas en las células vivas por medio de

energias de activacion bajas (Erginer et all, 2000)

A pesar de estas claras ventajas, el empleo de enzimas no se ha
generalizado en los procesos quimicos industriales debido a que la
mayoria de las enzimas no son estables en las condiciones de
trabajo. Por otra parte al ser solubles en agua, su separacion de los

sustratos y productos es dificil, y por tanto, no se pueden reutilizar.

Ventajas de la bioconversion

Las ventajas que representan la bioconversiéon son:

* Especificidad de sustrato: normalmente un enzima cataliza
una tnica etapa especifica de reaccion.

* Regioespecificidad: si existen en la molécula varios grupos
funcionales de un tipo determinado se afecta solamente una

posicién especifica.



» Estereoespecificidad: si se utiliza una mezcla racémica como
material de partida, solamente es convertido un enantiémero.

e Condiciones de reaccion: las reacciones enzimaticas no causan
la destruccién de los sustratos sensibles debido a las suaves
condiciones de conversion. Las reacciones enzimaticas
también causan menos dafios ambientales ya que tienen lugar

principalmente en agua.

En las bioconversiones de compuestos organicos pueden ser
utilizados cultivos en crecimiento, células en reposo, enzimas,

células inmovilizadas o enzimas inmovilizadas.

En los procesos con cultivos en crecimiento la cepa utilizada se
cultiva en un medio adecuado y después del crecimiento del cultivo
(6-24h) se afiade una solucion concentrada del sustrato. Este tipo de
bioconversiones deben llevarse a cabo en condiciones estériles. La
esterilidad es necesaria porque la contaminacién puede suprimir la
reaccion deseada, inducir la formacién de falsos productos de

transformacion o producir la degradacion total del sustrato.

Si no es necesaria la induccién de la enzima por el sustrato que se
afiade se recurre a las células en reposo. Esto tiene la considerable
ventaja de que se elimina la inhibicién del crecimiento por el
sustrato; ademdas pueden ser utilizadas concentraciones altas de
células, lo que facilita el aumento de productividad y al mismo
tiempo se reduce el riesgo de contaminacion. Puesto que la reaccion

de transformaciéon se produce predominantemente en la soluciéon



del buffer, la recuperacién del producto es relativamente dificil

debido a los metabolitos involucrados en el desarrollo de las células.

Una variante mejorada es el uso de células inmovilizadas en un
soporte polimérico, lo que ofrece la ventaja de que el proceso puede
ser llevado a cabo continuamente ya que las células pueden ser
utilizadas una y otra vez. Las células bacterianas inmovilizadas que
catalizan reacciones de una o madultiples etapas se utilizan
actualmente en la producciéon comercial de acido aspértico, L-

alanina y acido malico.

Los extractos enzimaticos libres de células suponen generalmente el
uso de enzimas inmovilizadas en aquellas reacciones de
biotransformacion en las cuales deben evitarse reacciones
indeseadas o la degradacion adicional de los productos de reaccion
o cuando la velocidad de la reaccién es entorpecida por el transporte
del sustrato o de los productos a través de la membrana celular.
Finalmente, muchas enzimas tienen un pH y/o temperatura
optimos diferentes a los de las células intactas y vegetativas; por lo
que al aplicar estos sistemas se puede optimizar el incremento de la

velocidad de reaccion.

Los productos finales de las reacciones de transformaciéon pueden
encontrarse disueltos o en suspensiéon. Para el procesamiento
adicional, el material celular separado debe ser lavado
repetidamente con agua o solventes organicos, ya que una parte
significativa del producto de reaccién puede estar adsorbida en las

células. Dependiendo de la solubilidad de los productos, la



recuperacion se lleva a cabo por precipitacion, como sal célcica, por
adsorcion en intercambiadores i6nicos, por extraccién con solventes
apropiados o en el caso de sustancias volatiles, por destilacion

directa a partir del medio de cultivo.

3.9. Soportes poliméricos para propdsitos biomédicos vy
biotecnologicos (Ivanov, 1992)

Los soportes poliméricos o matrices para inmovilizacién (fijacion o
disminucion de movilidad), de varios farmacos, enzimas, etc.,
pueden obtenerse por medio de reticulacién de polimeros inducida
por radiacién, o bien por su modificacién por medio de injertos.
Como resultado de la inmovilizaciéon la accién de la droga se
prolonga dependiendo de la velocidad de separacion del farmaco de
la matriz. Es posible controlar el grado de reticulacién, o injerto, en

estos sistemas.

Se aprecian dos grandes tendencias en la aplicacion de energia
ionizante a los sistemas poliméricos para inmovilizacion. (1) Método
fisico de preparacion de biocomposites (métodos de atrapamiento o
adhesion) y (2) Enlace Quimico de los biocomponentes a los

acarreadores poliméricos insolubles.

Las ventajas de la primera tendencia descrita es un alto rendimiento
de la preparacion activa, lo simple de la operacién para obtenerse y
que presenta una aplicabilidad general para una amplia gama de

biocompuestos, aunado a la gran variedad de acarreadores



disponibles. Las ventajas de la segunda variante son la fijacion
confiable de biocomponentes como resultado de la formaciéon de
enlaces quimicos, y la actividad superficial determinada por la
naturaleza de la pelicula. Las desventajas del segundo método son
un rendimiento pobre de la preparacion activa, la selectividad con
respecto a las condiciones de reaccién, el material de soporte, y su
inaplicabilidad para organismos vivos o sustancias quimicamente

inertes.

Ambos métodos son empleados para la preparaciéon de
biocompuestos. En el método fisico, el polimero es empleado como
soporte. En el método quimico el biocompuesto se basa en injertos
de copolimeros. Los biocompuestos fueron obtenidos por primera
vez en Hungria en 1970 al inmovilizar tripsina en acrilamida

polimerizada por radiacién.

Los biocomponentes siguientes, junto con soportes poliméricos, son

usados en la preparacion de biocompuestos por adhesion:

* Biocomponentes de peso molecular bajo: antibioticos, enzimas,

feromonas, vitaminas y substancias inmunolégicas.

* Biocomponentes de peso molecular alto: enzimas,
hemoglobina, globulinas, clorofila, polipéptidos y acidos

nucléicos.



* Organismos vivos: células de microorganismos, tejidos

celulares, organelos y virus.

Los biocompuestos son usados en biotecnologia, agricultura,
medicina, farmacologia y tecnologia genética. Biocomposites con
enzimas, proteinas y células de microorganismos pueden emplearse
como biomasa (o aditivos para esta) para bioreactores energéticos.
La accién prolongada de biocompuestos con farmacos hace posible
el uso de éstos, por ejemplo, en implantes para quimioterapia. El
empleo de biocompuestos con tejidos vivos es promisorio en
medicina para el desarrollo de 6rganos artificiales, y biocompuestos
con biomateriales genéticos pueden ser empleados en biotecnologia

genética.

Dependiendo de las condiciones de sintesis, los polimeros ofrecen,
una amplia variacién en los grupos funcionales introducidos, en la
posicion estérica de éstos, y desde luego, en las caracteristicas
fisicoquimicas del soporte (hidrofilicidad, polaridad, etc.) y en sus

formas (tubos, membranas, recubrimientos, etc.).

Inmovilizaciéon de enzimas

La inmovilizacién de enzimas hace posible una catélisis enzimatica
heterogénea, con lo cual se obtienen grandes ventajas: es posible
emplear un mismo lote de enzima repetidas veces y detener la
reaccion por medio de una remociéon fisica de la enzima

inmovilizada del seno de reaccion.



Adicionalmente, en muchas ocasiones, la inmovilizacién brinda
estabilidad adicional a la enzima, asi como un incremento en la vida
media de la forma biolégicamente activa y una estabilizacion

térmica.

Ventajas adicionales son la determinacién més simple de analitos en
mezclas complejas a partir de volimenes pequefios. La enzima
permanece activa y no contaminada para usos posteriores. Por estas
razones, los estudios de técnicas de inmovilizacién, para su empleo
industrial en membranas cataliticas, ha tenido un rapido incremento

en anos recientes.

Las enzimas inmovilizadas brindan la posibilidad de disefiar un
reactor enzimatico de facil manejo y control, adaptado a la
aplicaciéon de la forma inmovilizada; estos reactores permiten el
empleo de cargas elevadas de enzima, la cual mantendrd su
actividad durante més tiempo. Tales sistemas pueden incluir el
reciclado, lo que permite la obtencién de productos con mayor

pureza.

Las propiedades fisicoquimicas del soporte polimérico, por lo tanto,
afectan directamente la eleccion del procedimiento para inmovilizar,
y consecuentemente el comportamiento bioquimico y biofisico de

las enzimas inmovilizadas.

Los principales inconvenientes del proceso de inmovilizacién

pueden ser:



1. La alteraciéon de la conformacién de la enzima respecto de su
estado nativo.

2. Siempre suele haber una pérdida de actividad de la enzima
durante la inmovilizacion.

3. El biocatalizador inmovilizado es mas caro que la enzima

nativa (Arroyo, 1998)

3.10. Métodos quimicos para inmovilizar covalentemente enzimas
(Wingard et al. 1976)

Los grupos funcionales que pueden ser empleados para enlazar
covalentemente enzimas a un soporte polimérico contemplan, en
primera instancia a aquellos a través de los cuales la proteina puede
enlazarse, los cuales son, a saber: (1) grupos U-amino de lisina o a-
NH, terminales de cadenas polipeptidicas; (2) grupos carboxilo, de
los éacidos aspartico y glutdmico, asi como los a-carboxilos
terminales; (3) anillos fendlicos de tirosina; (4) grupos sulfhidrilo de
cisterna; (5) grupos hidroxilo de serina, treonina y tirosina; (6)
grupos imidazol de histidina; (7) grupos indol de triptéfano. En la
practica la mayoria de las reacciones que generan acoplamiento
covalente se llevan a cabo a través de grupos amino, carboxilo, o los

anillos aromaticos de tirosina e histidina.

Reacciones de acilacion

Los métodos mds generales para la activaciéon de grupos carboxilo
involucran el uso de carbodiimidas solubles en agua o reactivos
similares. Las carbodiimidas reaccionan con los grupos carboxilo en

valores de pH ligeramente acidos (pH 4.75-5) para la generacion de



derivados de O-acil isourea. Estos intermediario altamente reactivos
pueden rearreglarse hasta acil ureas o bien condensarse con aminas
para generar la amida correspondiente. Los grupos carboxilo
activados pueden reaccionar también con otros nucleéfilos como -
OH y SH, para generar los diversos derivados carboxilatos, sin
embargo la rapidez relativa de las reacciones con éstos nucledfilos es
muy pequena.

El acoplamiento via grupos amino en la proteina es comtinmente
llevada a cabo con polimeros que contienen grupos acilo como acil
azida o anhidridos de acidos y con grupos que contengan grupos
carboxilos, los cuales son activados con carbodiimidas N,N’-
disustituidas. El mecanismo de desarrollo en las reacciones de
acilacion se da por el ataque nucleofilico (en el caso de proteinas a
través de grupos -NH,, -OH o -SH) al grupo carbonilo activado. Los
nucléofilos son mas activos en sus formas desprotonadas (R-NHo,
PhO-, RSY), es decir en valores de pH mas bajos que sus valores de
pKa. Valores de pH elevados pueden provocar la desnaturalizaciéon

irreversible de la proteina.
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Esquema general de acilacion por medio de activacion de -COOH con una

carbodiimida soluble en agua

Reacciones de arilacién y alquilacién

El acoplamiento via arilacién, presumiblemente de grupos amino
de la proteina, es efectuada primeramente en polimeros con grupos
funcionales aromaticos halogenados con grupos activadores, por

ejemplo, grupos nitro.

El método de bromuro de cianégeno

Este es un método muy popular y probablemente es el mas utilizado
para la preparacion en el laboratorio de derivados enziméticos
inmovilizados con adsorbentes insolubles en agua para
cromatografia de afinidad, basado en la activacién de polisacaridos
insolubles en agua, celulosa, dextranas entrecruzadas y agarosa, con

bromuro de cianégeno.



3.11. Inversién de Sacarosa (Groves, R., 1998)

Invertir es el término que se utiliza para describir la hidroélisis del
azucar (sacarosa), en sus monosacdridos glucosa y fructosa. Esto
puede ocurrir en una variedad de vias que pueden ser, o no,

benéficas para el producto.

La inversion de la sacarosa puede generarse por calentamiento en el
proceso de coccidn, por condiciones acidas, o por una combinacién
de éstas. También en algunas ocasiones puede llevarse a cabo la

inversion del aztcar por medio de la enzima invertasa.

a) Inversion por calor
Temperaturas de calentamiento en un intervalo de 107.22-148.88 °C,

son suficientes para causar una inversion significativa.

Si los tiempos de calentamiento son excesivamente prolongados, o el
producto es mantenido muy caliente después de la coccién, puede

obtenerse como resultado una elevada inversion.

El azacar invertido puede obtenerse deliberadamente por medio de
la adicién de acido a una solucion caliente de sacarosa. La inversion
es llevada a cabo durante un periodo de tiempo controlado y
entonces el dcido es neutralizado con un &lcali de grado alimentario,

generalmente bicarbonato de sodio.

b) Inversion por enzima



La enzima invertasa puede emplearse para preparar aztcar
invertido a partir de una solucién de sacarosa. El proceso es mas
lento que cuando se emplea acido, pero es mas facil de controlar. La
enzima puede ser desactivada por calentamiento del jarabe de

azucar invertido por encima de 71.11°C.

El empleo més comun de invertasa es para la obtencion de centros
cremosos suaves o liquidos, o cordiales que se recubren de
chocolate. La invertasa acttia especificamente sobre la sacarosa en

solucion. No tiene efecto sobre la sacarosa cristalina.

3.12. Técnicas de Caracterizacion

Calorimetria diferencial de barrido (DSC) (Rabeck, J. 1983)

Es una técnica en la que se registra la energia necesaria para
establecer una diferencia cero de temperatura entre una muestra y
un material de referencia, ya sea contra tiempo o temperatura.
Como las dos muestras estan sometidas a condiciones idénticas de
temperatura en un ambiente calentado, o enfriado a una velocidad
constante, la ordenada representa la diferencia de temperaturas
entre la muestra y la referencia, por lo que el area de cualquier pico

es proporcional al cambio de la entalpia en la muestra.

Esta técnica usa la mediciéon del flujo de calor basado sobre la
potencia de compensacién. Se pueden analizar muestras sélidas y
liquidas. Las muestras sélidas pueden ser peliculas, polvos, cristales

o estar en forma granular. La magnitud de la muestra debe ser del



orden de 0.5 a 10 mg. La ventaja de esta técnica es que: permite
corridas de alta velocidad, tiene una alta resolucion dando muy
buenos resultados cuantitativos, produce formas regulares en la
respuesta y permite un buen contacto con la muestra, con atmésfera
controlada, ademds de una mejor remociéon de productos de

descomposicion.

Entre los datos que es posible obtener de esta técnica estan los
siguientes: temperaturas de transiciéon vitrea (Tg), puntos de fusion
(Tm), temperaturas de descomposicién y puede ser empleada para
medidas directas de energia absorbidas en el estudio de calores de
fusion, de vaporizacién, de cristalizacién, de reaccion,
descomposicién, de soluciéon, de absorciéon, calores especificos,
energias de activacién, entropias de transicion y energias de

transicion del estado solido.

Espectroscopia de Infrarrojo con transformadas de Fourier y
reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) (Rabeck, J. 1983)

Esta técnica nos permite identificar grupos funcionales de
compuestos, en este caso de los mondémeros y de la base
involucrada, debido a que el injerto, como se puede suponer, estd en
toda la superficie y volumen del PTFE. En términos generales se
analizan los modos vibracionales de los grupos involucrados, como
resultado de la absorcién de radiacién infrarroja. Para la técnica de
ATR-IR se utiliza un dispositivo en el cual un haz de infrarrojos
incide sobre cuatro espejos, lo que propicia la entrada en un angulo

dado en la muestra y el rayo resultante s6lo penetra unas micras (6-



8um) en la superficie del material. Por lo tanto el andlisis es
representativo s6lo de esta capa superficial. El cristal que se utiliza

como soporte para la muestra es de ZnSe.



CAPITULO 4

Desarrollo experimental

4.1. Materiales

Reactivo

Proveedor

Politetrafuoroetileno en peliculas de 1.5 x
4 cm, con densidad de 2.2 g/cm3 ! las
cuales se lavaron con acetona y metanol
antes de emplearse.

Goodfellow

Acido acrilico, el cual es bidestilado en
presion reducida a 25°C antes de usarse.

Materiales plasticos S. A de
C.V.

N-isopropilacrilamida 97%, se recristaliz6
de hexano-tolueno antes de ser ocupada.

Hidrocloruro de N-(3-
dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida*

D-Glucosa (reactivo)*

Aldrich

Tartrato doble de sodio

(reactivo)*

potasio

Citrato de sodio dihidratado (reactivo)*

Acido citrico monohidratado (reactivo)*

Fosfato de sodio dibéasico anhidro
(reactivo)*

Acido 3,5-Dinitrosalicilico 99.97% *

Fosfato de potasio monobdsico (reactivo)*

J. T. Baker

Albtmina de huevo de gallina

MP-Biomedicals

Invertasa de levadura de panificaciéon en
grado préctico (Saccaromices cereviseae)*

Sigma

Sacarosa grado alimentario*

Productos béasicos Alianza S.
A.

Argén 99.997% de pureza*

Infra

*Sustancias empleadas como se adquirieron del proveedor

Equipo Marca y modelo

Espectrémetro de infrarrojo con | Paragon 500 de Perkin Elmer

transformadas de Fourier

Espectrofotémetro UV-visible Cary 100 Scan de Varian

Fuente de irradiaciéon de 60Co Gammabeam 651 PT
disefiada por Nordion
International Inc.

Barfio de agua con precisiéon de *0.2°C Fisher Isotemp 1016S

Balanza Analitica digital

OHAUS Analytical Standard
AS200




4.2. Métodos

4.2.1. Preirradiacién oxidativa

Las peliculas de PTFE, una vez lavadas y secadas con agua y jabon
primero y posteriormente con etanol grado reactivo, fueron
sometidas a irradiacién en aire empleando una fuente de ®Co con
una razén de dosis de 2.23 kGy/h. La formacién de perdxidos se

comprueba por estudio espectrométrico de FT-IR con ATR.

4.2.3. Injertos sobre PTFE preirradiado

Una vez llevada a cabo la preirradiacion oxidativa de las peliculas
de PTFE (ver figura 4.2.3.), fueron sumergidas en soluciones
acuosas de los monémeros (acido acrilico y N-sisopropilacrilamida
3/3M)que se desean injertar, dentro de ampolletas de vidrio pyrex
(1). Se hace pasar un burbujeo intenso de argén en las soluciones
para desplazar el oxigeno durante 15 minutos (2). Una vez
transcurrido el tiempo de desplazamiento de oxigeno las ampolletas
son selladas y llevadas a la condicion de temperatura adecuada para

activar los perdxidos de las peliculas (3).



Figura 4.2.3. Representacion esquemitica de las ampolletas para injertar

monomeros vinilicos en atmosfera inerte

Las peliculas preirradiadas, inmediatamente después de salir del
irradiador, son expuestas a la solucién acuosa de monémero(s), en
ampolletas de vidrio(1); a las cuales se les burbujea argén durante 15
minutos(2); y selladas libres de oxigeno mantenidas a temperatura
constante de 50°C durante tiempos determinados para llevar a cabo

el injerto(3).

Tras los tiempos de calentamiento que se decidieron para cada una
de las ampolletas se determiné el % de injerto de acuerdo con la

relacion siguiente:

es0 .. — pPeso. . .
p final p inicial xlOO
Peso ’

inicial

%injerto =

donde: peso final es el peso de la pelicula injertada
peso inicial es el peso de la pelicula irradiada.
De acuerdo con lo reportado en estudios previos se trabajé con

soluciones de acido acrilico 3M, concentracion en la cual se obtiene



un maximo de acido acrilico injertado. La dependencia existente en
el % de acido acrilico injertado como funcién del tiempo de reacciéon
(50°C), se determiné trabajando en tiempos de 6,7, 9, 14, 18, 19 y 24

horas

4.24. Injerto de acido acrilico y N-isopropilacrilamida en PTFE
pre-irradiado, efecto de relacion de monémeros sobre el % de
injerto

La evaluacion del efecto que tiene la relaciéon de concentracion de
mondémeros de 4acido acrilico/N-isopropilacrilamida, sobre el
porcentaje de injerto en peliculas preirradiadas de PTFE, se llevé a
cabo variando los volimenes de soluciones de cada uno de los
monoémeros, de acuerdo con la Tabla 2. La concentracion total de
ambas soluciones empleadas es 3M. Las condiciones de reaccion

para todas las peliculas son: 24 horas; 50°C, en atmosfera de Argon.

Tabla 2. Porcentaje de soluciones de monémeros ac. acrilico y N-

isopropilacrilamida empleadas para los injertos

Pelicula | Acido acrilico (3M) | N-isopropilacrilamida (3M)
1 10 90
2 20 80
3 40 60
4 50 50
5 60 40
6 80 20

4.2.5. Medidas de hinchamiento



Para conocer el tiempo minimo para lograr el hinchamiento limite
de las cadenas injertadas, se hicieron pruebas de hinchamiento en
peliculas con injertos de acido acrilico y binarios. Las pruebas se
llevaron a cabo en el valor de pH 6ptimo de inmovilizaciéon que es
de 3.52, fijado con una solucién de acido citrico 0.075M en una
temperatura de 18°C. El cédlculo del % de hinchamiento se lleva a
cabo con la siguiente relacion:

Peso fina Pesoicial

Peso.

inicial

%Hinchamiento = (

(xloo)],

donde : peso final es el peso de la muestra hinchada

peso inicial es el peso de la muestra seca.

4.2.6. Activacion de grupos ~-COOH para inmovilizar biomoléculas
(Kang, et al, 1993)

La inmovilizacién covalente de biomoléculas a través de residuos
amino primario de lisina, se consigue por una reaccién de
sustitucion nucleofilica, para lo cual el grupo -COOH se hace
reaccionar con N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida
(4.18x10*M), en citrato de sodio 0.075M y pH 3.5), durante 30
minutos a una temperatura de 2°C. La figura 2. 1., muestra la ruta

simplificada de la activacion e inmovilizacién de proteinas.

4.2.7. Inmovilizaciéon de proteinas (albimina y enzima)



Cada pelicula injertada, con los grupos -COOH activados, se pone
en contacto con una alicuota de 10 ml de una solucién de proteinas
disueltas (Img/mL), en acido citrico 0.075M en pH de 3.5, en la cual
se mantiene a una temperatura de 2°C durante 24 horas para

asegurar la inmovilizacién de las proteinas.
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4.2.8. Determinacion cuantitativa de la proteina o enzima
inmovilizada

Se construye una curva patrén con una solucién conocida de
albimina de huevo, aprovechando la absorcién que presentan a una
longitud de onda de 280 nm los residuos de triptéfano de las
proteinas. A partir de la curva estdndar se determina la densidad
Optica de la solucién de proteinas, antes y después de reaccionar con
las peliculas injertadas con los grupos -COOH activados y la
cantidad de proteina inmovilizada se determina por diferencia de

las concentraciones inicial y final en solucién.



4.2.9. Determinacion de actividad enzimatica de invertasa

Tanto las formas libres como las inmovilizadas, al ser activas,
hidrolizan sacarosa, por lo que se puede determinar la actividad
enzimatica, de ambas formas enzimaticas, por medio de la
cuantificaciéon de azucares reductores en soluciones de sacarosa
expuestas a las peliculas con enzima inmovilizada, o bien a
soluciones de la forma libre. Se construye una curva patrén de
glucosa que ha reaccionado con acido 2, 3-dinitrosalicilico,
aprovechando la absorcién que el complejo formado exhibe en 540
nm, asi como la respuesta lineal de incremento de color en funcién
de la concentracién, y se emplea para determinar las cantidades de
azucar invertido enzimaticamente, a partir de soluciones de

sacarosa.

4.2.10. Determinaciéon de la temperatura 6ptima de invertasa
inmovilizada

La enzima inmovilizada se deja actuar durante periodos discretos de
tiempo en soluciones de sacarosa con pH Optimo, en diferentes
temperaturas. Una vez determinadas las actividades en cada valor
de temperatura se refieren al valor en el cual la enzima presenta una
actividad maxima, pudiendo construir un grafico de actividades
relativas de invertasa inmovilizada vs. temperatura. Los valores en

los cuales se trabajé fueron de 30, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 y 80 °C.

4.2.11. Determinacion de la actividad relativa como funcién de pH



Las cantidades de aztcar invertido que se obtienen, en un tiempo
determinado, a partir de soluciones de sacarosa mantenidas en
diferentes valores de pH , y temperatura 6ptima, ponen en
evidencia la actividad de la enzima en tales valores de pH. Se refiere
la actividad al valor maximo y asi se determina la actividad relativa
como funcién de pH. Los valores de las soluciones amortiguadoras,

de fosfatos, empleadas fueron de 3,4,5,6,7y8



CAPITULO 5

Resultados y Discusién

5.1. Preirradiacién oxidativa de PTFE

La formaciéon de perdxidos en las cadenas del sistema polimérico
PTFE puede seguirse facilmente por medio de espectroscopia de
infrarrojo con transformadas de Fourier (FTIR). La composicion
simple del teflon -anicamente carbono y fltor- permite observar
con una gran facilidad y precision la inclusion de grupos
funcionales en la superficie de las peliculas por medio del

dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR).

PTFE

120387

%T | PTFE preirradiado

114161
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cm-1

Grdfico 5.1.1. Espectros FTIR-ATR para muestras de PTFE y PIFE

sometido a irradiacion oxidativa (10kGy).



El grafico 5.1.1 muestra las variaciones que se presentan en las
bandas de la region de interés. Puede apreciarse la aparicion de dos
bandas, en 1538 cm™ y en 1682 cm!, que se generan por los grupos
C=0, y las banda en 1207 cm™ y 1145 cm'!, ambas correspondientes

a los modos vibracionales de los enlaces C-F.

5.2. Efecto de irradiacién gamma en las propiedades mecanicas de
PTFE

La pérdida de propiedades mecanicas en politetrafluoroetileno
sometido a radiacién gamma es un hecho ampliamente conocido y
documentado (Ivanov, 1992), que ocurre por la fragmentacién de las
cadenas de PTFE. Para llevar a cabo la inmovilizaciéon de
biomoléculas en peliculas con el injerto binario propuesto es
necesario que la degradacion sea menor a 50% para que éstas sean
capaces de resistir la manipulaciéon a que son sometidas para
alcanzar este fin, y eventualmente, la agitaciéon en un sistema-
reactor, esto puede lograrse con dosis de radiacién de no méas que 10

kGy.

Las peliculas con el injerto binario de NIPAAm y AAc, se
sometieron a condiciones similares a las del proceso de
inmovilizacién, observandose las dosis que son adecuadas para
conservar propiedades mecénicas, entendidas éstas como aquellas
en las cuales no se rompen las peliculas injertadas al cabo del todo el

proceso.



Tabla 5.1. Efecto de tiempo y dosis, con una razén de dosis:
2.23kGy/h, para determinar conservacion de propiedades

mecanicas en peliculas de PTFE

Dosis (kGy) Tiempo de irradiacién | Resistencia al proceso
(minutos)
7 188 Adecuada
10 269 Adecuada
13 350 Inadecuada
18 484 Inadecuada
24 646 inadecuada

De la tabla 5.1, puede observarse que la dosis de 10kGy permite la
manipulacion de las peliculas sin que estas sufran rupturas
aparentes. Las peliculas expuestas a dosis de de 13, 18 y 24 kGy son
extremadamente fragiles, a tal grado que las de 18 y 24 kGy son
fragmentadas por las cadenas en crecimiento del copolimero de
injerto y las de 13 kGy no soportan agitacion en agua (aprox., 300
rpm), esto estd de acuerdo con la literatura en donde se menciona

que en una dosis de 10 kGy la degradacién es del 50% (Ivanov,

1992).

5.3 Injertos sobre PTFE preirradiado

5.3.1 Injerto de acido acrilico en PTFE pre-irradiado

De acuerdo con lo reportado en estudios previos se trabajé con
soluciones de acido acrilico 3M, concentracion en la cual se obtiene
un méaximo de acido acrilico injertado en PTFE. La dependencia

existente en el % de acido acrilico injertado como funcién del tiempo




de calentamiento a 50°C, se determiné trabajando en tiempos de 6,
7, 9,14, 18, 19 y 24 horas, para determinar el tiempo 6ptimo para
obtener el maximo de injerto, toda vez que se esperaba demostrar
que la cantidad de enzima inmovilizada en las peliculas injertadas

tenia relacion con el % de acido acrilico en el injerto.
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Grdfico 5.3.1.1. Injerto de AAc-g- en funcion del tiempo de reaccion
(D=10kGy, 1=2.23kGy/h).

Puede apreciarse en la gréfica 5.3.1.1, el efecto que tiene el tiempo de
reaccion sobre la cantidad de acido acrilico injertado, se aprecia una
abrupta pendiente en la curva alrededor de seis horas (estudios
previos demostraron que los % de injerto méaximos se obtienen
después de 10 horas de reaccién). Los porcentajes de injerto
conseguidos son relativamente bajos si se comparan con otros
sistemas poliméricos, este hecho puede deberse a que se trata de una
preirradiacion oxidativa y no un injerto con irradiacion directa.

Recordando nuevamente que se trata de un polimero con alta




propension a la degradacion cuando se expone a radiacion gamma y

mads atn en presencia de oxigeno.

5.3.2. Injertos binarios de acido acrilico/N-isopropilacrilamida en
PTFE

La evolucion que el porcentaje de injerto binario, de acido
acrilico/ N-isopropilacrilamida sobre PTFE, presenta fue llevada a
cabo empleando soluciones acuosas de ambos monémeros vinilicos
en concentracion 3M de solucién acuosa de cada uno de ellos. La
temperatura de reaccion 6ptima en la cual los peréxidos se rompen
para formar radicales libres, e iniciar el injerto, fue de 50°C,

temperatura que permite el injerto.
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Grifico 5.3.1.1. Injerto de PIFE-g-(AAc-co-NIPAAM) en funcion del
tiempo de reaccion (D=10kGy; 1=2.23kGy/h).



Puede apreciarse que en las condiciones de reacciéon los valores
maximos de injerto obtenidos no superan el 50%, valor muy bajo si
se compara con los obtenidos con 4cido acrilico y los que pueden
obtenerse en otros sistemas poliméricos. Se desea reiterar la
imposibilidad de llevar a cabo una radiacién directa debido a la
velocidad de reaccion que presenta el acido acrilico sometido a

radicacién gamma.

5.4 Hinchamiento de peliculas de PTFE injertadas

El hinchamiento limite de un sistema polimérico, se observa al cabo
de un tiempo determinado. Se entiende que a partir del tiempo de
hinchamiento limite todas las cadenas hidrofilicas presentes estan
hidratadas en su maxima capacidad, es decir que ocupan el
volumen maximo posible en un medio polar. Es importante conocer
el tiempo de hinchamiento limite ya que la inmovilizacién de
biomateriales, particularmente enzimas, que ha de llevarse a cabo en
soluciones acuosas, se ve afectada por la cantidad de grupos
funcionales existentes en las cadenas poliméricas, disponibles para
reaccionar, es decir que para que la exposiciéon de los grupos -
COOH sea méxima, las cadenas de nuestro sistema deberan estar lo
mas extendidas para evitar impedimentos estéricos en las reacciones

de inmovilizacion.

Las peliculas injertadas se sometieron a pruebas de hinchamiento
limite en las condiciones de pH en que se efectu6 la activacion de los
grupos -COOH, e inmovilizacién de invertasa, es decir, en

soluciones de citrato de sodio 0.075M y una temperatura de 21°C.



Si bien las reacciones de activacion de -COOH e inmovilizacién de
invertasa se llevan a cabo en una temperatura de 4°C, las peliculas,
antes de ser sometidas a las reacciones antes mencionadas fueron

mantenidas en temperaturas de 21°C por un periodo minimo de seis

horas.
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Grifico 5.4.1. Hinchamiento limite del injerto PTFE-Ac. Acrilico. Citrato
de sodio 0.75M, 21°C (99.8 % de injerto; 10kGy; 2.23kGy/h).

El tiempo de hinchamiento limite para las peliculas de PTFE
injertadas tinicamente con acido acrilico se determiné en alrededor
de 2.5 horas (Gréfico 5.4.1.), en tanto que para peliculas con un
injerto binario de N-iPAAm y Aac., el tiempo es de alrededor de

dos horas para lograr el mismo efecto en la pelicula (Gréfico 5.4.2.).
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Grifico 5.4.2. Hinchamiento limite Injerto PTFE-Ac. Acrilico-N-
isopropilacrilamida. Citrato de sodio 0.075M, 21°C (40.3% de injerto;
10kGy; 2.23kGy/h).

5.5. Efecto de la proporciéon de mondmeros en el % de injerto de

NIPAAm/AAc en peliculas de PTFE.

La relaciéon de monémeros vinilicos en soluciéon tiene un efecto
probado sobre los porcentajes de injerto en peliculas de PTFE, sin
embargo, estudios previos determinaron que la relacion de
concentraciéon no tiene efecto en la proporcion de cada mondémero
que se adiciona a las cadenas injertadas, en nuestro sistema.

Dado que se pretende obtener una cantidad maxima posible de
acido acrilico injertado en las peliculas, para lograr inmovilizacion
a través de grupos -NH,, mediante la reacciéon propuesta, y que la
relacion monomérica no cambia, se tendrd un namero maximo de

grupos -COOH, cuando se tenga un porcentaje maximo de injerto.



En la figura 5.5 puede apreciarse el comportamiento del sistema
reactivo al modificar la relacion de mondmeros en solucidn,
resaltando que la condicion, para la cual el porcentaje de injerto es
maximo, es 1:1, con soluciones 3M de cada una de las soluciones y

final de 6M.
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Figura 5.5. Efecto de la proporcion de monomeros en el % de injerto de

NIPAAm/AAc en peliculas de PTFE (24h, 50°C, 6M)

5.6 Activacion de grupos ~-COOH.

La activacion de los grupos -COOH por medio de una
derivatizacion con hidrocloruro de N-(3-dimetilaminopropil)-N-
etilcarbodiimida soluble en agua ocurre en un valor de temperatura
de 2°C, y un pH de 4.52, condicién fijada por medio de una solucion
de citrato de sodio .075M. El tiempo necesario para que la reacciéon
entre la carbodiimida y los grupos -COOH se lleve a cabo es menor

de treinta minutos. Del grafico 5.6.1. es posible apreciar que no



existen diferencias significativas, cuando los tiempos de activacion
se modifican de 30 a 60 minutos, sobre la cantidad de proteina

enlazada covalentemente a las peliculas injertadas.

El empleo de albimina de huevo de gallina como modelo para
inmovilizacién presenta ventajas dignas de consideracién, entre
ellas destaca la ausencia de agentes dispersantes, es decir que la
preparacion es completamente soluble; presenta residuos de
triptéfano en sus cadenas polipeptidicas, lo que permite
cuantificarla facilmente por absorciéon en una longitud de onda de
280 nm; posee residuos de lisina a través de los cuales reaccionar

covalentemente; y finalmente tiene un bajo costo, entre otras.
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Figura 5.6.1. Efecto del tiempo de activacion con carbodiimida soluble en
agua en la cantidad de proteina inmovilizada en peliculas de PTFE
injertadas.

La cuantificacion de la proteina inmovilizada se hizo
espectrofotométricamente empleando la ley de Lambert y Beer,

aprovechando la absorcion que presentan en 280 nm los residuos de



triptofano. La curva de calibraciéon construida, gréfico 5.6.2., exhibe
una region lineal con un elevado coeficiente de correlacion. Los
valores de proteina inmovilizada se obtuvieron determinando la
absorcion de las soluciones de proteina antes y después de la
inmersion durante 24h en 2°C, de las peliculas injertadas con los

grupos -COOH activados.
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Figura 5.6.2. Curva patron de albiimina de huevo de gallina en citrato de

sodio 0.075M.

5.7. Efecto del porcentaje de injerto sobre la cantidad de proteina
inmovilizada

Los valores maximos de NIPAAm/AAc que se lograron injertar en
peliculas de PTFE estan alrededor de 60%. Como ya se ha
mencionado anteriormente la cantidad de proteina que puede
inmovilizarse dependerd de la cantidad de grupos -COOH
disponibles para ser atacados nucleofilicamente, de donde se

desprende facilmente que el porcentaje de injerto tiene que jugar un



papel importante sobre la cantidad de proteina que puede fijarse
covalentemente a la matriz soporte.

La composicion de las proteinas no es constante, sino que cada una
presenta composicion y forma diferentes, lo cual influye en la
cantidad de proteina que pueda ser inmovilizada en determinada
matriz. El empleo de albimina de huevo de gallina como proteina
modelo en los ensayos de inmovilizacién responde a la necesidad de
una proteina capaz de ser inmovilizada a través de grupos -NH,, la
cual pueda conocerse directamente por algin método fisico,

quimico o fisicoquimico.
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Figura 5.7. Efecto del % de injerto en las cantidades de proteina
inmovilizada (AHG)
Se desea resaltar de la grafica 5.7., que en los valores méaximos de %
de injerto que se alcanzan con el método de preirradiacion
oxidativa, las cantidades maximas de proteina inmovilizada

(empleando albuimina de huevo de gallina como modelo), que se



logran obtener, estdn alrededor de 200mg por cada gramo de

pelicula injertada.



5.8. Efecto del pH en la enzima inmovilizada

Uno de los parametros mds importantes de una enzima es el pH
6ptimo, valor en el cual la actividad es maxima. Como efecto de la
inmovilizaciéon puede ocurrir que la actividad relativa de las formas
libre e inmovilizada varie, ocurriendo un incremento -o
decremento- en diferentes valores de pH.

En nuestro sistema, empleando invertasa de levadura, el valor
6ptimo de las formas libre e inmovilizada no varia, teniendo un
maximo en 4.5, pero la curva que se genera tiende a aplanarse para
la forma inmovilizada, con respecto a la de la forma libre en valores

comprendidos en el intervalo 3.0-6.0.
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Figura 5.8. Actividades relativas de las formas libre e inmovilizada de

invertasa como funcion de pH (pelicula 70.30% de injerto, 10 min)

5.9 Efecto del % de injerto en la cantidad de enzima inmovilizada
Como consecuencia directa del % de injerto podemos apreciar en la

grafica 5.9.1. la actividad de dos peliculas diferentes, una con



70.30% de injerto y la segunda con 19.20% de injerto. La cantidad de
enzima que se haya inmovilizado en cada pelicula se debe al
numero de sitios que ofrece cada una de ellas a las moléculas de
enzima, mds particularmente a los grupos -NH, de los residuos de
aminodacidos, es decir, a la cantidad de grupos -COOH del injerto
binario, pudiendo apreciarse una actividad proporcional al % de

injerto de las peliculas.
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Figura 5.9.1. Efecto del % de injerto binario en la actividad de invertasa en

dos peliculas con 70.3 y 19.2% de injerto



CAPITULO 6.0
Conclusiones
La preirradiacion oxidativa es un método eficieptga activar PTFE e

iniciar injertos al insertar grupos peréxido endadenas de PTFE.

La preirradiacion oxidativa, si bien activa al PTFEs un agente
fuertemente destructivo para la estructura delnmmid, ya que a dosis
bajas, como 10kGy, se pierde alrededor del 50% ade propiedades

mecanicas del teflon.

Se logré injertar acido acrilico en porcentajesa&eos al 70%, trabajando
con soluciones 3M del monémero, en atmdsfera ingrém tiempos de
reaccion superiores a 10 horas. Los porcentajésjeito tan bajos que se
obtienen se deben a que se trata de un métodedagiacion y no a una

irradiacion directa.

Al injertar AAC./N-IPAAm en PTFE los porcentajes sgperan el 50%.

El sistema presenta un hinchamiento limite entoitde sodio, a 21°C, al
cabo de dos horas, tanto cuando se trata del sistehe-PTFE, como
AAc./ NIPAAmM-PTFE. Cabe sefalar que la curva declmmiento
presenta una pendiente mas pronunciada cuandataeléd injerto binario.

El porcentaje de mondmeros en solucion tiene efectel % de injerto. Se
alcanza un maximo cuando la relacion monoméricd:g&sen solucion

acuosa 3M de cada uno de estos.

Se logré inmovilizar covalentemente albumina devbuge gallina como

proteina modelo, empleando una carbodiimida soldsieagua como



activador de grupos —COOH y cuantificando la pr@ehmovilizada por
absorciéon UV directa de soluciones de albuminagsant después de

exponerse a peliculas de los diferentes injertos.

Se logré probar el efecto del porcentaje de injedbre la cantidad de
proteina inmovilizada, siendo el valor maximo dgfito de albumina de

huevo de gallina de cerca de 200mg por gramo deuteinjertada.

La invertasa d&accaromices cereviseae fue inmovilizada covalentemente,
observandose gue no existe cambio en el pH Optenlasiformas libre e
inmovilizada. Se conserva alrededor del 60-70%adectividad de la forma

libre una vez que es inmovilizada.

Existe una dependencia entre la cantidad de enzimavilizada y el
porcentaje de monoémeros injertados: a mayor pajede injerto, mayor

cantidad de enzima inmovilizada.

Se cumplieron todos los objetivos planteados @atedis, desarrollando un
nuevo sistema soporte para la inmovilizacion denbiéculas, partiendo de
mondmeros vinilicos y una pelicula de PTFE, y madicel uso de la
técnica de preirradiacion oxidativa de la mismapé&sible apreciar que el
sistema es capaz de emplearse en aplicacionesrmtiigicas con buenos
resultados.
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