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Resumen 

 

El presente trabajo se desarrolló sobre la modificación superficial de películas de hule de 

silicona a través del injerto de N-vinilcaprolactama y 4-vinilpiridina en uno o dos pasos, 

mediante el uso de la técnica de injerto por radiación ionizante. Esto con la finalidad de 

obtener un material modificado con cierto carácter hidrofílico y capacidad de respuesta 

tanto al pH como  la temperatura. Para la síntesis de los copolímeros de injerto, se 

estudiaron los efectos de concentración de monómero y la dosis aplicada. Los materiales 

obtenidos fueron caracterizados mediante diversas técnicas tales como: FTIR-ATR, SEM, 

13C-RMN, DSC, TGA. Las películas modificadas  (SR-g-NVCL, SR-g-4VP, SR-g-

(NVCL/4VP) y (SR-g-4VP)-g-NVCL) mostraron un notable carácter hidrofílico gracias a la 

presencia de las cadenas injertadas. Los copolímeros de injerto presentaron un tiempo de 

hinchamiento límite de aproximadamente 24 horas. El grado de mojabilidad de los 

materiales fue analizado mediante la determinación del ángulo de contacto; el pH crítico y 

su respuesta a la temperatura (LCST) fueron ligeramente diferentes a los esperados.  Los 

resultados obtenidos mediante TGA y el modulo de Young, confirmaron la obtención de 

un material híbrido, pues este conservó  propiedades del hule de silicona y mostró las 

propiedades de las cadenas injertadas de 4-VP y NVCL. 

Gracias a los grupos funcionales injertados en las películas, estas adquirieron la 

capacidad de  cargar diclofenaco sódico y fosfomicina sódica de forma exitosa; 

adicionalmente, las películas modificadas mostraron capacidad para inmovilizar lisozima. 

El diclofenaco hospedado en las películas de SR-g-(NVCL/4VP) mostraron actividad 

bacteriostática contra E. coli; por otro lado, la enzima inmovilizada mostró actividad 

catalítica contra M. lysodeikticus. Las películas de SR-g-NVCL, SR-g-4VP, SR-g-

(NVCL/4VP) y (SR-g-4VP)-g-NVCL mostraron buena biocompatibilidad celular en 

presencia de células embrionarias de ratón BALB/3T3, después de 24 y 48 horas de 

exposición. 
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Abstract  
 
 
 
The present work was about the surface modification of silicone rubber films through the 

grafting of N-vinylcaprolactam and 4-vinylpyridine in one or two steps, by means of the 

grafting-radiation technique. This is, to obtain a modified material with a hydrophilic 

character and responsiveness to both pH and temperature. For the synthesis of the graft 

copolymers, the effects of monomer concentration and the applied dose were studied. The 

materials obtained were characterized by several techniques such as: FTIR-ATR, SEM, 

13C-NMR, DSC, TGA. The modified films (SR-g-NVCL, SR-g-4VP, SR-g-(NVCL/4VP) and 

(SR-g-4VP) -g-NVCL) showed a remarkable hydrophilic character thanks to the presence 

of the chains grafted. The graft copolymers showed a limit swelling time of approximately 

24 hours. The degree of wettability of the materials was analyzed by determining the 

contact angle; the critical pH and their response to temperature (LCST) were slightly 

different from those expected. The results obtained by TGA and the Young's modulus 

confirmed the obtaining of a hybrid material, since it retained properties of silicone rubber 

and showed the properties of the grafted chains of 4-VP and NVCL. 

Thanks to the functional groups present on the polymeric grafted chains onto the films, 

these acquired the ability to successfully load diclofenac sodium and fosfomycin sodium; 

additionally, the modified films showed ability to immobilize lysozyme. The diclofenac 

hosted in the SR-g- films (NVCL/4VP) showed bacteriostatic activity against E. coli. On the 

other hand, the immobilized enzyme showed catalytic activity against M. lysodeikticus. The 

films of SR-g-NVCL, SR-g-4VP, SR-g- (NVCL/4VP) and (SR-g-4VP)-g-NVCL showed 

good cellular biocompatibility in the presence of BALB/3T3 mouse embryonic cells, after 

24 and 48 hours of exposure. 
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Lista de abreviaturas 

%  Porcentaje  
°C  Grado centígrado  
° Grado (ángulo de contacto) 
α  Alfa  
β Beta 
δ  Desplazamiento químico  
60Co Cobalto 60 
60Ni Níquel 60 
µm Micra 

µL Microlitros 
µg Microgramos 
µg/mL Microgramos por mililitro 
4VP 4-Vinilpiridina 
AIBN 2,2´-azobiisobutironitrilo 
ATCC American Type Culture Collection (colección de cultivo tipo 

americano 
BALB  Cepa albina extraída del ratón doméstico 
13C  Carbono 13 (RMN) 
C  Carbono  
C-C  Enlace Carbono-Carbono  
CDCl3  Cloroformo deuterado  
CH3CN  Acetonitrilo  
CH3SO2Cl  Cloruro de metansulfonilo  
CH3 Metilo 
CH2 Metileno 
C=O Grupo carbonilo 
CP/MAS Cross-Polarization Angle Magic-Spinning 
CH3CN  Acetonitrilo  
cm Centímetro  
d  Doblete  
dd  Doble de dobletes  
DSC Calorimetría diferencial de barrido  
Gy Gray 
DMF N,N dimetilformamida 
E. coli Escherichia coli 
FOS Fosfomicina sódica 
-g- Injerto  
1H Protón (RMN) 
H  Hidrógeno  
h Horas 
Hex  Hexano  
HPLC-Ms Cromatografía de líquidos de alta resolución acoplado a masas 
HR Humedad relativa 
HS Hule de silicona 
Hz  Hertz  
Kv Kilo volts 
IR-ATR Espectroscopía infrarroja con refrectancia total atenuada  
KeV Kilo electronvolts 
kGy KiloGray 
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LCST Temperatura crítica inferior de disolución 
Lis Lisozima 
M+  Ión molecular  
M Molar  
MeV Mega electronvolts 
mg  Miligramo  
Mg/g Miligramos por gramo 
mmol Milimoles 
NVCL N-vinilcaprolactama 
MHz  Megahertz  
mL  Mililitro  
mm de Hg  Milímetros de mercurio  
mmol  Milimol  
nm Nanómetro 
MPa Megapascales 
m/z  Relación masa-carga  
MTT Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolio 
pH  Potencial de hidrógeno  
pKa  Constante de ionización ácida 
PNVCL Poli N-vinilcaprolactama 
P4VP Poli 4-vinilpiridina 
ppm  Partes por millón  
PDMS Poli dimetilsiloxano (silicona) 
RMN Resonancia magnética nuclear 
SEM Microscopía electrónica de barrido  
SEM-EDX Espectroscopía electrónica de energía dispersiva de rayos X 
Temp.  Temperatura  
Tg Temperatura de transición vítrea  
THF  Tetrahidrofurano  
Tc Temperatura crítica  
TGA Análisis termogravimétrico  
RMN  Resonancia magnética nuclear  
rpm Rotaciones por minuto 
S. Aureus Staphylococcus aureus 
SBF Solución buffer de fosfato 
S. Epidermidis Staphylococcus epidermidis 
SR Hule de silicona 
U Unidad de actividad enzimática  
UFC Unidades formadoras de colonias 
U/g Unidad enzimática por gramo 
UV-vis Región Ultravioleta-visible 
UCST Temperatura crítica superior de disolución  
  



1 
 

Capítulo 1 

 

Introducción  

La importancia de los polímeros para la manufactura de dispositivos médicos es tan 

elevada que en los recientes años ha surgido un reciente interés por sintetizar novedosos 

biomateriales o mejorar las propiedades de los polímeros existentes con la finalidad de 

optimizar su desempeño y mejorar su biocompatibilidad con el cuerpo humano y los 

tejidos del mismo.  

La modificación superficial de polímeros de uso biomédico con grupos hidrofílicos tiene 

como finalidad el mejoramiento de su biocompatibilidad, ya que se sabe que los polímeros 

con carácter hidrofóbico generalmente no son bien recibidos por el cuerpo humano 

causando su rechazo, además pueden provocar efectos tales como enrojecimiento, 

inflamación en la zona de implante o en el peor de los casos debido a su naturaleza 

hidrofóbica, ser propensos a la adhesión bacteriana, fenómeno que provoca infecciones y 

graves complicaciones de salud al paciente en cuestión.  El alcance de la funcionalización 

superficial de los polímeros no queda reducida solo al mejoramiento de la hidrofilicidad, si 

no que estos pueden ser utilizados como sistemas de transportadores de fármacos, 

principalmente de agentes antiinflamatorios y antibióticos o biocidas; por lo que 

representarían una potencial solución a la problemática de los efectos secundarios antes 

mencionados que provoca el implante de un material polimérico en el tejido vivo. 

La síntesis de materiales poliméricos como agentes transportadores de fármacos busca el 

aprovechamiento de las propiedades  mecánicas del polímero matricial y las propiedades 

hidrofílicas de las especies químicas injertadas.  

La modificación de materiales poliméricos convencionales adquiere mayor relevancia 

cuando se habla de temas de gran interés científico tales como la resistencia bacteriana, 

que de acuerdo a muchos expertos, esta es causada por la exposición innecesaria de la 

flora bacteriana a los antibióticos durante el  tratamiento de alguna infección mediante una 

administración inadecuada del biocida. Mientras que la mayor parte de la comunidad 
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científica enfoca sus esfuerzos en la búsqueda y síntesis de nuevos agentes 

antimicrobianos para combatir la resistencia bacteriana, una parte de dicha comunidad 

cree que un avance a la solución de esta problemática que claramente la están ganando 

los microorganismos, está en la  optimización de los antibióticos mediante la 

vectorización, es decir, la administración del principio activo en la zona requerida.  

La funcionalización superficial de un polímero con cierto grupos funcionales  tales como: 

amidas, aminas, éteres, esteres, etc. le puede conferir sensibilidad a las variaciones de 

ciertos estímulos externos como: temperatura, pH, fuerza iónica, campo eléctrico o 

magnético, luz de ciertas longitudes de onda, entre otras. A los polímeros que presentan 

esta característica se les considera materiales inteligentes o polímeros estímulo-

sensibles, el cambio de sus propiedades físicos químicas al variar las condiciones del 

medio que los rodea,  los  pone en la mira de la comunidad científica. La respuesta no 

lineal y reversible que presenta un polímero frente al cambio del medio que los rodea 

puede ser aprovechada para hospedar, transportar y liberar fármacos de forma controlada 

y en un sitio preestablecido; cabe destacar que también es posible inmovilizar ciertas 

enzimas en este tipo de materiales funcionalizados.  

La forma en que este tipo de materiales poliméricos presentan la capacidad de incorporar 

fármacos entre sus cadenas es a través de puentes de hidrógeno, interacciones iónicas 

y/o de van der Waals (electrostáticas); interacciones considerada “débiles”, pero debido a 

la naturaleza cooperativa de este tipo de interacciones y a la cantidad elevada de grupos 

hidrofílicos presentes en las cadenas poliméricas es como la carga de un fármaco es 

posible. 

Existen varios métodos ya sea químicos o físicos que pueden ser utilizados para la 

funcionalización superficial de un polímero, que incluyen iniciadores químicos o 

radiaciones ionizantes como: rayos X, rayos beta, gamma o en su caso, haces de 

electrones acelerados. 
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Capítulo 2 

 

OBJETIVOS 

 Sintetizar una serie de nuevos biomateriales poliméricos para inmovilización de 

enzimas y liberación controlada de fármacos, mediante la técnica de injerto por 

radiación ionizante y su aplicación en la liberación controlada de fármacos. 

 Estudiar el comportamiento térmico de los copolímeros de injerto mediante 

calorimetría diferencial de barrido (DSC) y análisis termogravimétrico (TGA). 

 Caracterizar estructuralmente los materiales injertados mediante espectroscopía 

infrarrojo (FTIR-ATR), espectroscopía Raman y Resonancia magnética nuclear de 

carbono 13 (13C-RMN CP-MAS). 

 

 Analizar su superficie mediante microscopía electrónica de barrido (SEM), y 

estudiar su composición mediante espectroscopía dispersiva de energía de rayos 

(SEM-EDX). 

 Estudiar el carácter hidrofílico de los copolímeros de injerto obtenidos así como el 

grado de humectabilidad (ángulo de contacto) de dichos materiales.  

 Estudiar su comportamiento a variaciones  de pH y/o temperatura.  

 Estudiar el efecto del comonómero (4-vinilpiridina) en la temperatura de respuesta 

(LCST) de la NVCL injertada. 

 

 Estudiar la cinética de carga y liberación de los fármacos hospedados en los 

copolímeros de injerto, así también con la enzima inmovilizada en los mismos.  

 Estudiar la citotoxicidad de los biomateriales sintetizados. 
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Capítulo 3 

 

Generalidades 

Un polímero es un compuesto macromolecular de peso molecular muy elevado 

constituido por unidades repetitivas llamadas monómero; puede ser de origen natural, 

semisintético o sintético. A diferencia de los naturales, los polímeros sintéticos son 

creados por el ingenio y habilidad del hombre como son el policloruro de polivinilo (PVC), 

nylon, polietileno, siliconas, poliésteres, entre muchos otros. Los polímeros son 

estructuras flexibles debido a que sus enlaces tienen rotación interna,  lo que le confiere a 

la estructura un alto número de grados de libertad de rotación. Los materiales poliméricos 

pueden clasificarse de acuerdo a su composición; así los polímeros  constituidos de una 

misma unidad repetitiva a lo largo de la cadena se conocen como homopolímeros y los 

que están constituidos por dos o más unidades repetitivas (monómeros) se conocen como 

copolímeros. Por otra parte, cuando a un polímero ya definido se le agrega una 

ramificación (inserción) mediante la adición secuencial de monómeros a través de enlaces 

covalentes, al nuevo material se le conoce como copolímero de injerto. 

 

3.1 Biomateriales  

Desde hace varias décadas los polímeros de uso biológico o biomateriales han sido de 

gran importancia para el hombre debido a que se les ha utilizado en un incontable número 

de tratamientos médicos con la finalidad de reemplazar o restaurar alguna función dentro 

del cuerpo humano. Los polímeros de origen sintético y semisintético han sido utilizados 

para la elaboración de dispositivos médicos; esto se debe a sus bajos costos de 

producción y su versatilidad en  la elaboración de diversas formas y moldes. Polímeros 

tales como silicona, polipropileno (PP), polietileno (PE), PVC, poliuretanos (PU´s), son 

algunos ejemplos de materiales poliméricos que han alcanzado una enorme importancia 

en el campo de la medicina, gracias a su presencia en un sin número de dispositivos 

médicos debido a sus propiedades mecánicas, térmicas, físicas y químicas1. No obstante, 
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en años más recientes se ha descubierto que este tipo de materiales presentan un serio 

inconveniente debido a su naturaleza hidrofóbica, que es el de la contaminación 

bacteriana; lo cual hizo voltear la mirada de los científicos hacia los polímeros naturales, 

ya que estos presentan una alta compatibilidad con el organismo vivo debido a su 

hidrofilicidad, es por ello que son ampliamente utilizados en formulaciones farmacéuticas. 

Sin embargo, los polímeros naturales no son muy aplicables en el área de los implantes 

médicos debido a sus pobres propiedades mecánicas, lo cual ha dado origen al estudio 

de la modificación superficial de los polímeros sintéticos.  

Son varios los factores que determinan las propiedades y desempeño de un biomaterial, 

entre los que destacan su composición, hidrofilicidad, biocompatibilidad, propiedades 

mecánicas, biodegradabilidad, estabilidad, entre otros. Estas propiedades son las que 

definirán cuál o cuáles serán las aplicaciones biomédicas de un polímero.  

3.1.1 Infecciones relacionadas con dispositivos médicos 

Una biopelícula consiste en la agrupación de miles o millones de microorganismos 

alrededor de cierto punto (Figura 1), esta población se mantiene en constante 

comunicación y su reagrupación es tal que los antibióticos pierden su efectividad 

antimicrobiana2, gracias a que estos forman una barrera de exopolisacáridos, proteínas y 

otro compuestos de la matriz extracelular (MEC) capaz de evitar la penetración del agente 

biocida3, 4. Por lo tanto, la formación de una biopelícula funciona como mecanismo de 

defensa que las bacterias promueven al estar en una comunidad organizada5. Algunas de 

las bacterias que tienen mayor presencia en los implantes polimericos son 

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus y Escherichia coli6. La formación de 

biopelículas asociadas a implantes poliméricos representa un serio problema a nivel 

mundial7, debido a que estas organizaciones bacterianas acentúan aun más la 

problemática de la multirresistencia8. Se sabe que las biopelículas son 1000 veces más 

resistentes a los antibióticos que las bacterias no asociadas, por lo que su erradicación 

constituye un enorme reto durante un tratamiento médico en el que la vida del paciente se 

encuentra en constante riesgo9. La apuesta más común en estos casos es el aumento de 

la dosis del antibiótico aplicado; dicha acción puede ocasionar daño hepático u otros 

efectos indeseables al paciente. Se sabe que implantes tales como catéteres urinarios 

tienen un riesgo del 100% de contaminarse, y que un alto porcentaje de estas infecciones 

no tendrán un final deseable10.  Sin embargo, no son los únicos, otro tipo de implantes 

poliméricos presentan alta probabilidad de contaminarse debido a su carácter 
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hidrofóbico11;  ya que esta característica favorece la adhesión bacteriana. Por lo tanto, una 

forma de erradicar esta cuestión, es modificar la hidrofobicidad de los materiales que 

constituyen los implantes médicos de origen polimérico con la finalidad de disminuir su 

hidrofobicidad a través de la inserción de grupos hidrofílicos12, 13. 

 

Figura 1. Contaminación de un polímero y el proceso de formación de una biopelícula. 

 

3.1.2 Modificación superficial de polímeros 

El criterio inicial de selección de materiales para la elaboración de implantes poliméricos 

se llevó a cabo de manera pragmática, se tomaron en cuenta varios criterios tales como 

resistencia a la degradación, costos, maleabilidad, flexibilidad y otras propiedades físico 

químicas. Con el paso del tiempo y el afán por tratar de resolver problemas de enorme 

importancia biomédica es como la comunidad científica se empezó a cuestionar e 

investigar más a fondo el papel que juegan los implantes poliméricos en los casos de 

infecciones hospitalarias. Esto originó una nueva área de investigación que se dedicaría a 

la síntesis de nuevos biomateriales o el mejoramiento de los ya existentes a través de 

alguna modificación de sus propiedades originales. 

La superficie  de un dispositivo medico es de gran importancia ya que es esta la que entra 

en contacto con la sangre, fluidos, proteínas, etc. y la causante de inflamación en el tejido 

vivo cuando ésta es hidrófoba14, 15. La modificación superficial de polímeros utilizados 

ampliamente para la elaboración de dispositivos médicos,  surgió como una alternativa 

bastante interesante. La idea de esta estrategia está en la disminución de la 

hidrofobicidad de la superficie polimérica mediante la adición de grupos hidrofílicos sin 

perder las propiedades mecánicas del material inicial.  Además, es sabido que las 

superficies hidrofílicas presentan mejor biocompatibilidad con el tejido vivo, es decir, 
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tienen mejor aceptación por el cuerpo y no muestran toxicidad. La modificación superficial 

mediante la formación de nuevos enlaces covalentes es la más utilizada debido a que 

este tipo de enlaces presenta mayor estabilidad y resistencia a la degradación por 

temperatura, disolventes, ácidos, etc16.  

La funcionalización es una herramienta muy útil para introducir grupos funcionales de gran 

interés tales como aminas, ácidos carboxílicos, epóxidos, hidroxilos, esteres, éteres, entre 

otros. Esta metodología va más allá del simple mejoramiento hidrofílico del material; ya 

que una superficie que ha sido modificada puede tener la capacidad de hospedar ciertos 

fármacos a través de interacciones débiles o por simple difusión17, 18. 

 

Figura 2. Modificación superficial de un polímero. 

 

3.1.3 Polímeros como acarreadores de fármacos 

Han sido publicados cientos de trabajos relacionados sobre polímeros de injerto y su 

potencial aplicación como agentes transportadores de fármacos; así como también para 

inmovilización de enzimas o como andamios celulares19.  La utilización de polímeros como 

agentes transportadores de fármacos es muy interesante ya que además de transportar y 

liberar el fármaco en un sitio especifico, brinda protección al fármaco; aumenta la 

biodisponibilidad20, disminuye la citotoxicidad de ciertos agentes anticancerígenos al 

fungir como envoltura. Por si fuera poco, ayuda a disminuir las cantidades de antibiótico 

administrados por vía oral o intravenosa21, ayudando a mitigar la multirresistencia 

bacteriana en el caso de un transporte eficaz del fármaco, evita la exposición innecesaria 

de otras bacterias al antibiótico tal y como ocurre con los métodos de administración 

tradicionales22. 

Hay un número elevado de moléculas que podrían ser utilizadas para funcionalizar un 

polímero y hacerlo posible transportador de fármacos, polietilenglicol (PEG) por ejemplo, 

ha sido empleado para transportar camptotecina, ácido aspártico y recubrir paclitaxel. La 



8 
 

poli(N-vinilcaprolactama) (PNVCL) es un polímero biocompatible y han sido publicados 

una serie de copolímeros con ácido acrílico (AAc), ácido metacrílico23,   N,N-

dimetilaminoetilmetacrilato (DMAEMA), metil metacrilato (MMA), glicidil metacrilato 

(GMA), polietilenglicol metacrilato (PEGMA), entre otros24; mismos que han mostrado alta 

efectividad en el transporte de streptomicina23, camptotecina25, doxorubicina26, inmovilizar 

enzimas27, proteger de la degradación metabólica a 5-fluorouracilo28 propranolol29.  

La forma en que el fármaco puede hospedarse entre la cadenas de un polímero es a 

través de interacciones débiles tales como las de van der Waals, puentes de hidrógeno, 

interacciones iónicas y electrostáticas (Figura 3); es por ello que es importante que 

existan grupos hidrofílicos en la superficie del biomaterial30. 

 

 

Figura 3. Interacciones entre un fármaco y las cadenas injertadas en una matriz polimérica. 

 

La vectorización nos ayuda tener una liberación selectiva de principios activos en un sitio 

localizado, lo cual aumenta la eficacia del fármaco y minimiza los efectos secundarios. La 

liberación de fármacos a través de polímeros injertados es generalmente del tipo matricial, 

ya que el principio activo se encuentra disperso en la matriz polimérica22, 31.  
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Figura 4. Liberación de un fármaco a partir de un sistema matricial termo-sensible. 

 

3.1.4 Diclofenaco sódico 

Es un antiinflamatorio no esteroideo (AINE) derivado del ácido fenilacético, soluble en 

agua, metanol y en etanol. Se une en un 99 % a proteínas plasmáticas. Tiene una masa 

molecular de 318.14 g/mol y su absorción máxima en el espectro UV-vis es a 283 nm 

(Figura 5). Se utiliza principalmente vía oral y vía tópica para el alivio del dolor y la 

inflamación en trastornos osteomusculares y articulares. Entre algunos de los efectos no 

deseados se encuentran la formación de ulceras debido a su ingesta oral así como 

irritación estomacal. Estudios realizados en los últimos años han demostrado su actividad 

bacteriostática contra un número importante de agentes infecciosos como son bacterias y 

hongos a concentraciones cercanas a las utilizadas para su actividad anti inflamatoria y 

presenta actividad bactericida a concentraciones por encima de los 100 mg/mL32, 33, 34.  

 

Figura 5. Estructura de diclofenaco sódico. 

 

3.1.5 Fosfomicina sódica  

El ácido  (−)-(1R,2S)-(1,2-epoxi propil) fosfónico conocido comercialmente como 

fosfomicina, es un antibiótico originalmente aislado de Strptomyces spp. Este compuesto 

es un antimicrobiano de amplio espectro, es decir, presenta actividad contra bacterias 
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Gram positivas y Gram negativas35; por lo que ha sido utilizado en tratamiento de diversas 

infecciones relacionadas al  tracto urinario36. 

Presenta una eficacia relativamente alta en el tratamiento de este tipo de infecciones, 

incluso a las que presentan resistencia a los fármacos. La molécula de la fosfomicina es 

sencilla comparada con los demás antibióticos, teniendo un masa molecular de 182.1 

g/mol (Figura 6). Su estructura consta de un anillo epóxido, misma que le confiere su 

actividad antibacteriana. El mecanismo de acción de este fármaco es a través de la 

inhibición de la síntesis de la pared bacteriana al prevenir la síntesis de los 

peptidoglicanos que constituyen la misma. Además, debido a que en algunas terapias se 

requiere de una administración única o una sola toma al día, la fosfomicina sódica se 

convierte en una alternativa eficaz, eficiente e ideal para el tratamiento  de infecciones 

bacterianas37. 

 

Figura 6. Estructura de Fosfomicina disódica (FOS). 

 

3.2 Polímeros estímulo-sensibles 

Los polímeros estímulo-sensibles son un tipo de materiales poliméricos que pueden 

presentar una cierta respuesta ante ligeras variaciones de un estímulo externo, pueden 

presentar una respuesta única o pueden ser combinados para generar dos o más 

mecanismos de respuesta en un mismo sistema.  Un ejemplo de este tipo de sistemas 

son los polímeros termo-sensibles, los cuales presentan hinchamiento o colapso respecto 

a los cambios de temperatura, según sea el caso. Sin embargo, a este se le puede 

adicionar un polímero pH-sensible, esta combinación da un material con una respuesta 

dual, es decir, tendrá sensibilidad tanto a cambios de pH como a temperatura. 

Este tipo de polímeros han despertado gran interés dentro de la comunidad científica 

debido al cambio de comportamiento que presentan al estar expuestos a factores 

externos como son: temperatura y pH, lo que los hace muy llamativos para potenciales 
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aplicaciones biomédicas. Es importante mencionar que también hay otros polímeros que 

pueden presentar una respuesta a factores tales como: campo magnético,  fuerza iónica, 

luz, entre otros38, 39; sin embargo, los que responden a pH y/o temperatura son los que 

están siendo estudiados de forma intensa. Sin lugar a duda, los polímero termo y pH- 

sensibles se encuentran en el “top” de la investigación de biomateriales, esto se debe a 

que hay una firme creencia de que sus propiedades y conductas pueden ser 

aprovechados en el campo de la medicina, ya que tienen las cualidades necesarias para 

ser utilizados como sistemas de liberación o transportadores de fármacos39. Esto tiene 

cierta lógica al tener en cuenta que el cuerpo humano presenta variaciones de pH en todo 

el cuerpo y que presenta variaciones de temperatura como una respuesta inmunológica al 

internarse un agente externo en el cuerpo40. 

Los polímeros estímulo-sensibles pueden ser clasificados en tres categorías de acuerdo a 

su forma física: 

 Cadenas en disolución. El polímero se somete a una transición de fase reversible 

después de que un estímulo externo es aplicado, generalmente en medio acuoso. 

 Hidrogeles o redes interpenetradas. Pueden ser cadenas micro o macroscópicas las 

que tienden a hinchar en el disolvente.                                                                      

 Superficies de injerto, donde la superficie del polímero se hincha o colapsa 

reversiblemente convirtiendo la interface hidrofílica a hidrofóbica cuando un factor 

externo específico es modificado. 

 

 

Figura 7. Comportamiento reversible en medio acuoso de un material estímulo-sensible. 
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3.2.1 Polímeros termo-sensibles 

Los polímeros que presentan cambios conformacionales al experimentar variaciones de 

temperatura del medio acuoso que los rodea se conocen como polímeros termo-

sensibles; este tipo de polímeros están constituidos amfifílicamente, es decir, tienen una 

parte hidrofílica y una parte hidrofóbica.  Un polímero termo-sensible presenta la habilidad 

de hinchar o disolverse en medios acuosos, gracias a la formación de enlaces puente de 

hidrógeno entre el fragmento hidrofílico del polímero y el agua. Por otro lado, la parte 

hidrofóbica, es responsable de la autoasociación que experimentan las cadenas 

poliméricas por encima de la temperatura crítica (Tc), ya que estas establecen 

interacciones hidrofóbicas intramoleculares. Los polímeros que exhiben este 

comportamiento tienen por lo general grupos amida, éster, éter, animas secundarias o 

terciarias en su estructura41. 

En este caso se le conoce como Tc a la temperatura a la cual un polímero por encima de 

la cual el polímero se encuentra en el punto medio respecto a su transición de fase 

inducido por la variación de la temperatura, dentro de esta clase de polímero, esta 

transición se traduce en un cambio en el grado de hidrofilicidad o de hinchamiento38. Esta 

transición es reversible y el valor de la Tc puede verse afectada por varios factores tales 

como la presencia de un comonómero pH-sensible, la longitud de la cadena o su 

combinación con un fragmento hidrofóbico, lo cual disminuiría el valor de la temperatura 

crítica; en caso de que se mezcle con un fragmento hidrofílico, el valor de Tc puede 

incrementar. En la Figura 7 se observa la representación esquemática de la transición de 

fase que experimenta esta especie de polímeros injertados. 

 

 3.2.2 Temperatura crítica superior de disolución “UCST” 

 
Tal y como se observa en la Figura 8, hay algunos que presentan una respuesta positiva 

al incremento de la temperatura, los polímeros que experimentan este comportamiento 

pasando de un estado hidrofóbico a uno hidrofílico por encima de la temperatura crítica, 

se dice que tienen “Upper Critical solution temperature” o UCST (por sus siglas en ingles). 

Existen pocos trabajos realizados sobre polímeros que presenten UCST, esto es porque 

durante varios años se tuvo la idea de que no son tan versátiles como los polímeros que 

presentan LCST42, 43. 
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Figura 8. Representación esquemática de una transición de fase que experimenta  un polímero 

termo-sensible. 

 
 

3.2.3 LCST 

La temperatura crítica inferior de disolución, LCST (por sus siglas en ingles)  es una 

transición de fase que presentan los polímeros que colapsan o precipitan por encima de 

cierta temperatura crítica. Este fenómeno se presenta cuando la contribución entálpica de 

las moléculas de agua que se encuentran enlazados a los grupos electronegativos del 

polímero a través de enlaces puente de hidrógeno. Debajo de la temperatura crítica, 

predomina la entalpia de formación de puentes de hidrógeno entre los grupos hidrofílicos 

del polímero (amidas, éteres, esteres, etc.) y el agua, dicha interacción es responsable de 

la disolución o hinchamiento del polímero41. 

Por encima de la LCST la entropía predomina, es decir, se favorecen las interacciones 

hidrofóbicas entre las cadenas del polímero y por lo tanto se reduce el número de puentes 

de hidrógeno entre el polímero y el agua provocando el colapso o la precipitación del 

polímero (Figura 8).   
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El valor de la LCST de un polímero puede ser desplazado hacia la izquierda o derecha del 

valor de Tc dependiendo de la incorporación ya sea de moléculas hidrofóbicas o 

hidrofílicos en el sistema, respectivamente44. 

3.2.4 N-vinilcaprolactama (NVCL) 

La N-vinilcaprolactama (NVCL) es un compuesto vinílico usado principalmente en la 

síntesis de la poli-vinilcaprolactama (PNVCL) y otro tipo de materiales poliméricos 

(copolímeros) solubles en agua. Los polímeros derivados de la NVCL presentan 

comportamiento hidrofílico gracias a la presencia del grupo C=O de la amida presente en 

su estructura45.  La NVCL consiste en un anillo de 7 miembros con la presencia de un 

átomo de nitrógeno como heteroátomo sobre la cual está unido el grupo vinilo misma que 

le confiere resistencia a la hidrolisis y por lo tanto no se producen productos de 

degradación. Es soluble en disolventes polares y no polares, pero es poco soluble en 

agua46. 

 

 
 

Figura 9. Estructura de la N-vinilcaprolactama y su polímero (PNVCL). 

 

La PNVCL ha sido ampliamente estudiada para la síntesis de biomateriales con potencial 

aplicación en biomedicina, debido a su resistencia a la degradación, hidrofilicidad, 

respuesta a la temperatura (LCST) y biocompatibilidad; características que pueden ser 

aprovechadas para sintetizar sistemas de liberación controlada de fármacos47, 

inmovilización de enzimas y/o en ingeniería de tejidos. Presenta una temperatura de 

respuesta (LCST) cercana a la temperatura fisiológica (32-34 °C) en medio acuoso, 

mostrando un mayor carácter hidrofóbico por encima de la temperatura crítica48. 
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3.2.5 Polímeros pH-sensibles 

Los polímeros sensibles al pH son generalmente compuestos polielectrolíticos que 

contienen grupos ácidos o básicos (aminas) capaces de aceptar o donar protones en 

respuesta a los cambios de pH del medio circundante49. Este tipo de polímeros, presentan 

cambios en su estado de ionización bajo las variaciones de pH lo cual conduce a un 

cambio conformacional debido al cambio en el grado de hinchamiento del material 

polimérico. El aumento en la hidrofilicidad de un polímero pH-sensible se debe a la 

repulsión electrostática que experimentan las cadenas poliméricas producida por la 

protonación o desprotonación de los grupos hidrofílicos, fenómeno que causa una mayor 

difusión de de disolvente en el sistema y por consiguiente un aumento en el volumen 

hidrodinámico del polímero50. Los polímeros que contienen grupos ácidos se encuentran 

en estado colapsado a pH´s ácidos, sin embargo, con el incremento del pH estos se 

desprotonan adquiriendo carga negativa misma que provoca el hinchamiento del polímero 

(Figura 10). La conducta de los polímeros básicos es exactamente la contraria, es decir a 

pH´s bajos están protonados y por consiguiente, en estado hinchado mientras que a pH 

básico tienen carácter hidrofóbico.  

El valor de pH crítico de un polímero depende directamente del valor de pKa del grupo 

hidrofílico que contenga la estructura polimérica. Este valor puede ser modulado por la 

incorporación de grupos hidrofóbicos, lo cual puede conferirle una estructura más 

compacta en el estado no ionizado y el corrimiento de su pKa a valores más altos; 

traduciéndose muchas veces en una transición de fase menos notoria. Se  sabe también 

que el valor de pH crítico aumenta al incrementar el peso molecular del polímero51. 

Los polímeros sensibles al pH se emplean en varias aplicaciones biomédicas, siendo la 

aplicación más importante su uso como sistemas de transporte de fármacos, 

transportadores de material genético52, sensores de glucosa53. 
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Figura 10. Representación de una transición de fase de un polímero pH-sensible. 

 

3.2.6 4-Vinilpiridina (4VP) 

La 4-vinilpiridina es una molécula aromática que se utiliza principalmente para la síntesis 

de poli(4-vinilpiridina), este último es un material hidrofílico debido a un nitrógeno 

débilmente básico presente en el anillo, la P4VP se utiliza para la retención y 

recuperación de metales así como también para la liberación controlada de fármacos 

como naproxeno sódico, entre otros54.  

 

  

 

Figura 11. Estructura de 4-vinilpiridina y poli (4-vinilpiridina). 
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Tiene propiedades interesantes, como un balance hidrófilo e hidrófobo y un carácter 

anfótero tanto con el comportamiento ácido y básico en función del medio. Cuenta con 

una carga positiva modificable debido al átomo de nitrógeno protonado en medios ácidos 

el cual se puede cuaternizar con yoduros de alquilo para que presente actividad 

antimicrobiana contra bacterias Gram positivas55. También es de gran utilidad en el diseño 

de partículas coloidales56. 

 

3.3 Copolímeros de injerto 

Un copolímero de injerto es un polímero que está  constituido por dos o más entidades 

químicas diferentes. La obtención de copolímeros de injerto se basa en la inserción de 

cadenas poliméricas en la superficie de un polímero existente (cadena principal), 

generalmente de uso comercial con la finalidad de obtener un material con propiedades 

completamente nuevas, mejoradas o modificadas dependiendo del propósito que se les 

quiera dar (Figura 12). Las propiedades del copolímero de injerto obtenido dependerán 

drásticamente de la naturaleza del monómero, debido a que de ello dependerá la hidrofilia 

o hidrofobicidad del material así como también sus propiedades mecánicas, ya que 

dependiendo de la estructura del monómero, naturaleza y tamaño, será el ordenamiento 

molecular que presenten las cadenas poliméricas.  

Para la síntesis de copolímeros de injerto se requiere la formación de centros reactivos 

sobre la matriz polimérica en presencia de compuestos polimerizables o cadenas 

poliméricas que puedan reaccionar en dichos centros reactivos, estos pueden ser 

radicales libres los cuales son especies altamente reactivas que pueden desempeñar el 

papel de iniciadores reaccionando con unidades monoméricas y como consecuencia, el 

proceso de propagación de la reacción. La cantidad de radicales formados (rendimiento 

radiolítico) depende directamente de la dosis y la intensidad aplicada a la materia y eso 

afectará también el ordenamiento molecular (tacticidad), el peso molecular de las cadenas 

y en general a las propiedades mecánicas del producto obtenido.  

Esta técnica nos permite introducir una gran variedad de monómeros y especies químicas 

sobre una amplia gama de polímeros y no requiere uso de catalizadores, aditivos o algún 

agente químico que favorezca o inicie la reacción. Se han establecido tres métodos que 

son ampliamente utilizados para obtener copolímeros de injerto utilizando radiaciones 
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ionizantes y son: a) el método directo b) método de pre irradiación y c) método de pre 

irradiación oxidativa. 

 

Figura 12. Obtención de un copolímero de injerto 

 

3.3.1 Metodologías para la obtención de un copolímero de injerto 

Existe una serie de metodologías para la obtención de un copolímero de injerto, los cuales 

se dividen en dos grupos principalmente: los métodos físicos y los químicos. Para obtener 

un copolímero de injerto por métodos químicos, es necesario el uso de iniciadores 

químicos tales como 2,2´-azobiisobutironitrilo (AIBN), peroxidisulfato de potasio, peróxido 

de dicumilo, por mencionar algunos. Por otra parte, los métodos físicos se basan en la 

aplicación de radiaciones de altas energías para inducir la ruptura homolítica de un 

enlace, iniciando así la reacción de polimerización. Las radiaciones frecuentemente 

utilizadas para llevar a cabo el proceso de injerto son: rayos ultravioleta, rayos beta, rayos 

gamma; aunque también se puede recurrir al proceso de funcionalización mediante 

electrones acelerados57. La principal diferencia entre las radiaciones ionizantes y los 

electrones acelerados, está en su poder de penetración58. 

 
3.3.2 Injerto mediante radiaciones gamma 

El proceso de injerto inducido por rayos gamma se basa el suministro de energía de la 

radiación en el material polimérico. Esta energía da lugar a rupturas homolíticas (radicales 

libres) sobre las moléculas presentes en el medio. Estos radicales libres reaccionan 

fácilmente con monómeros vinílicos para formar nuevos enlaces covalentes y, como 

consecuencia, el crecimiento de cadenas laterales. Esta metodología es muy versátil ya 

que con su energía y poder de penetración, se pueden modificar una gran lista de 

compuestos. La modificación de polímeros mediante radiaciones ionizantes adquirió gran 

relevancia al evitar el uso de iniciadores químicos en la obtención de materiales con 
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potencial uso biomédico. Se han realizado muchos trabajos sobre la modificación de 

polímeros utilizando energías ionizantes, ya sea para entrecruzarlo, injertar nuevas 

moléculas en ellos o para polimerizar monómeros utilizándolo como iniciador de la 

reacción a dosis relativamente bajas y medianas dependiendo de lo que se quiera realizar 

y el material que se quiera funcionalizar, ya que no todos los materiales presentan el 

mismo rendimiento radioquímico.  

Una de las principales ventajas que ofrece el uso de radiación gamma en el proceso de 

injerto, es su efectividad para llevar a cabo la esterilización del material que se irradia; de 

hecho, esta radiación es ampliamente utilizada para esterilizar cosméticos, dispositivos 

médicos, alimentos, fármacos, ropa, entre muchas otras cosas59. Hay tres métodos que 

han ganado especial interés para la síntesis de copolímeros de injerto utilizando radiación 

gamma los cuales se describen brevemente a continuación.  

  
3.3.3 Métodos utilizados para realizar un injerto mediante radiación gamma. 

Método directo.-  En éste caso, el polímero y el monómero (vinílico) son irradiados 

simultáneamente. La irradiación permite la formación de sitios activos (radicales libres) en 

la matriz polimérica y/o en el monómero. La dosis así como la intensidad aplicadas  son 

factores muy importantes en este método ya que de ello dependerá el rendimiento 

radioquímico. Una de las desventajas que presenta este método es la considerable 

formación de homopolímero debido a que el monómero reacciona entre sí al ser activado 

por la energía incidente, en este método es necesario que se favorezca la formación de 

los radicales libre en la matriz polimérica respecto al monómero, caso contrario se 

obtendrán bajos porcentajes de injerto.   

Pre-irradiación oxidativa.- Alternativamente el injerto puede ser conseguido irradiando 

inicialmente la matriz polimérica en presencia de aire para formar hidroperóxidos y 

peróxidos, los cuales posteriormente con calentamiento forman radicales libres que 

comiencen el proceso de injerto. Una ventaja de este método es la posibilidad de 

almacenar el polímero irradiado a baja temperatura por un tiempo considerable. Además 

se reduce considerablemente la formación de homopolímero. Una desventaja de esta 

técnica es la alta degradación oxidativa que experimenta la matriz polimérica al ser 

irradiada en aire60, 61. 
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Pre-irradiación.- La matriz polimérica es irradiada en ausencia de aire o en atmósfera de 

un gas inerte para la formación de los sitios reactivos, posteriormente se adiciona el 

monómero en fase gaseosa o líquida para así iniciar la reacción de copolimerización. Una 

de las principales ventajas de este método, es la escasa formación de homopolímero en 

el medio de reacción y por lo tanto, es utilizado para injertar monómeros altamente 

reactivos susceptibles a la homopolimerización. Una de las desventajas de este método 

es el bajo porcentaje de injerto obtenido58. 

 

3.3.4 Factores que influyen en el proceso de injerto por radiación gamma 

Dosis. Es bien sabido que con altas dosis de irradiación, la velocidad de polimerización 

se incrementa debido a que a altas energías hay una mayor cantidad de especies 

radicalarias formadas provenientes de la ruptura homolítica que sufren las especies 

irradiadas; este proceso también provoca un aumento de la velocidad de terminación.  

Concentración de monómero. El grado de injerto sobre una matriz polimérica está 

fuertemente influenciada por la concentración de monómero utilizado, es decir, el grado 

de injerto aumentara al elevar la concentración del monómero. Sin embargo, este 

comportamiento no aplica para todos los sistemas, ya que depende de la reactividad del 

monómero y también hay que tener en cuenta que a concentraciones altas, la viscosidad 

del medio de reacción aumenta, lo que puede provocar el fenómeno de autoaceleración o 

favorecer el proceso de homopolimerización por encima de la reacción de injerto.  

Temperatura. Uno de los factores más importantes y que deben ser considerados 

durante la funcionalización de una matriz polimérica es la temperatura, ya que la 

velocidad de una reacción por radicales libres aumenta drásticamente con el incremento 

de esta última al aumentar la cinética molecular, lo cual puede originar que el rendimiento 

sea bajo debido a la homopolimerización del monómero.  

Disolvente. Este efecto es muy importante en el proceso de obtención de un copolímero 

de injerto, ya que este debe de ser compatible con el monómero y la matriz polimérica 

para que el injerto se obtenga exitosamente. Un disolvente ideal debe de tener la 

capacidad de disolver al monómero y dependiendo de si se quiere que el monómero 

penetre o no, se seleccionara un disolvente que muestra la capacidad de hinchar a la 

película polimérica que se desea modificar. Además, la naturaleza del disolvente influirá 
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en el rendimiento de la reacción ya que de acuerdo a estudios ya reportados, se conoce 

que los disolventes con estructuras resonantes o aromáticas, disminuyen la fuerza de 

impacto de la radiación (efecto protector) sobre el material irradiado; este efecto  provoca 

un menor número de radicales formados, lo que se traduce en un menor porcentaje de 

injerto. 

 
3.4 Copolímeros de injerto en uno y dos pasos  

Los copolímeros de injerto pueden ser obtenidos ya sea en uno o en dos pasos; para 

esto, puede utilizarse el método directo o bien el de pre-irradiación oxidativa. 

 

 

Figura 13. Representación esquemática de la diferencia estructural entre un copolímero de injerto 

en un paso A) y uno en dos pasos B). 
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Los copolímeros obtenidos en un solo paso tienen el carácter aleatorio y una 

funcionalidad distribuida a lo largo de las cadenas poliméricas por lo que su 

comportamiento puede ser diferente al esperado. Sin embargo, en los copolímeros 

obtenidos en dos pasos, se tiene una idea más acertada de cómo puede ser el 

comportamiento fisicoquímico del material en caso de que este sea obtenido a partir de 

compuestos que dan origen a sensibilidad a estímulos externos debido a que las cadenas 

poliméricas mantienen su naturaleza y su comportamiento al haber cierta conformación 

adoptada por cadenas de la misma naturaleza, las cuales pueden interaccionar entre ellas 

mismas a través de interacciones débiles, hidrofóbicas o hidrofílicas. Mientras que si 

están combinadas aleatoriamente puede haber una mezcla de interacciones o repulsiones 

dependiendo de los grupos que contenga cada monómero que haya sido injertado. 

 

3.4 Radiación ionizante  

La radiactividad es un fenómeno físico que experimentan algunos átomos inestables y 

consiste en la emisión de radiaciones o partículas subnucleares capaces de penetrar 

materia, ionizarla e incluso degradarla dependiendo de la energía de estas emisiones. Las 

radiaciones emitidas por un átomo radiactivo se dividen en 4 especies y son: neutrones, 

rayos alfa, beta y los rayos gamma. Dentro de esta serie de emisiones, nos enfocaremos 

en las radiaciones electromagnéticas beta y gamma, por ser el tipo de emisiones 

producidas durante el decaimiento del 60Co.  

 

3.4.1 Cobalto 60  (60Co) 

El cobalto  60 es un elemento químico radiactivo de origen sintético, el cual proyecta dos 

emisiones beta una de 0.31 y otra de 1.48 Mega electronvolts (MeV) y dos emisiones 

gamma  secuenciales de 1.17 y 1.33 MeV respectivamente. En el proceso de decaimiento 

del 60Co, (Figura 15) un neutrón se transforma en protón debido a la emisión de un 

electrón (emisión beta) llegando así a formarse el níquel 60 (60Ni). La ecuación de la 

captura neutrónica y desintegración es la siguiente: 

 
 

     Ec. 1 
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Figura 14. Lápices de 

60
Co localizadas debajo del agua, la coloración azul es debido al efecto 

Cherenkov. 

 

3.4.2 Los rayos  son partículas de masa despreciable (aprox. 1.66043 x 1024 g) y 

pueden tener carga positiva o negativa; negativa si es emitido por la transformación de un 

neutrón a protón y positiva si se origina por la conversión de un protón a neutrón. 

3.4.3 Rayos ɣ. Los rayos gamma son radiaciones electromagnéticas, no tienen carga y 

provienen de radionúclidos inestables y tienen alta capacidad de penetración provocando 

la ionización del material que atraviesan.  

 

Figura 15. Esquema de decaimiento del cobalto 60.  
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Los rayos gamma pueden inducir la ruptura de enlaces o desprendimiento de electrones 

produciendo moléculas excitadas, iónicas y radicales libres. La dosis absorbida por la 

materia se expresa en gray (Gy) que se define como la cantidad de energía absorbida por 

cada kg de materia. 

3.5 Interacción de energía ionizante con la materia 

Los rayos  gamma pierden su energía al interaccionar con la materia experimentando 

alguno de los siguientes tres efectos: fotoeléctrico, Compton y la producción de pares. El 

predominio de cada uno de estos mecanismos depende de la energía del fotón incidente, 

de la composición y estructura del material receptor. 

 

a) El efecto fotoeléctrico consiste en que el fotón se encuentra con un electrón del 

material y le transfiere toda su energía, desapareciendo el fotón original. El electrón 

secundario adquiere toda la energía del fotón en forma de energía cinética, y es suficiente 

para desligarlo de su átomo y convertirlo una partícula libre. Se frena éste por ionización y 

excitación del material 

b) En el efecto Compton el fotón choca con un electrón como si fuera un choque entre 

dos esferas elásticas. El electrón secundario adquiere sólo parte de la energía del fotón y 

el resto se la lleva otro fotón de menor energía y desviado. 

c) producción de pares.- Ocurre cuando un fotón energético se acerca al campo 

eléctrico intenso de un núcleo, en este caso el fotón se transforma en un par electrón-

positrón. Como la suma de las masas del par es 1.02 MeV, no puede suceder si la 

energía del fotón es menor que esta cantidad. Si la energía del fotón original en mayor 

que 1.02 MeV, el excedente se lo reparten el electrón y el positrón como energía cinética, 

pudiendo ionizar el material. Cuando el positrón llega a interaccionar con un electrón 

durante su trayectoria, estos se aniquilan produciendo dos fotones de 0.51 MeV cada 

uno62. 
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Capítulo 4 

 

Parte experimental 

 

Materiales y Reactivos 

Las películas de silicona (1 mm de grosor) fueron adquiridas comercialmente de 

Goodfellow (Huntingdon, Reino Unido); N-vinylcaprolactam 98% (NVCL) y 4-vinilpiridina, 

la lisozima de huevo y  Micrococcus lysodeikticus (ATCC 4698) fueron comprados a 

Sigma Aldrich Co. (Mex). Los monomeros fueron destilados antes de su uso. Diclofenaco 

sódico, fosfomicina sódica, ácido cítrico, ácido bórico, ortofosfato de sodio tribásico fueron 

adquiridos de J.T. Baker (Mexico). El agua y acetonitrilo ambos de grado UHPLC-MS, 

etanol, tolueno, N,N-dimetil formamida todos grado técnico, fueron proporcionados por 

Sigma Aldrich Co. (México). El kit para el ensayo de MTT fue adquirido de Roche 

(Alemania), las células de fibroblastos (BALB/3T3; ATCC CCl-163TM) fueron adquiridos 

de American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). E. coli (ATCC 11229), (S. 

aureus, ATCC 25923), S. epidermidis (ATCC, 35984), agar Hilton-mueller, micropipetas, 

microjeringas, asa para estriar, cajas petri, mechero bunsen, tubos eppendorf, tubos de 

vidrio de policarbonato. Las bacterias y el material de cultivo fueron proporcionados por el 

Departamento de Microbiología y Parasitología, Facultad de Biología (CIBUS), 

Universidad de Santiago de Compostela, Santiago de Compostela, España. 

Los disolventes utilizados para  la obtención de los copolímeros de injerto fueron grado 

reactivo mientras que el disolvente utilizado para el lavado de los mismos fue de grado 

técnico. Para la preparación de disoluciones utilizadas durante los procesos de  carga y 

liberación de diclofenaco sódico y lisozima se uso agua bidestilada; para el caso de la 

disolución de fosfomicina sódica fue necesario utilizar agua milli-Q.  
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Equipos:  

Infrarrojo con reflectancia total atenuada (IR-ATR) modelo Perkin–Elmer Spectrum 100 

marca Perkin Elmer Cetus; microscopio Raman modelo Renishaw inVia confocal marca 

Renishaw Ibérica; resonancia magnética nuclear (RMN) marca Jeol modelo Jeol 300 

MHz; goniómetro modelo DSA 100 marca Krüss GmbH; microscopio electrónico de 

barrido modelo Zeiss EVOL515 marca Zeiss; resonancia magnética nuclear de sólidos 

(RMN) marca Bruker modelo Bruker Avance III HD 400 MHz;  espectrofotómetro UV-vis 

modelo Specord 200 plus marca Analytik Jena; Cromatógrafo de líquidos de alta 

resolución acoplada a espectrómetro de masas (HPLC-MS) marca Waters, detector 

modelo SQ detector 2; estufa con sistema de vacio marca Yamato;  balanza analítica; 

calorímetro diferencial de barrido (DSC) modelo DSC 2010 marca TA Instruments; 

analizador termogravimétrico (TGA) modelo TGA Q50 marca TA Instruments; lector de 

placas marca ELISA BIORAD Modelo 680 Microplate Reader (EUA). 

 

Fuente de irradiación 

Los materiales fueron irradiados a cierta dosis en una unidad de irradiación 

(Gammabeam651 PT, MDS Nordion, Canada) que contiene lápices de 60Co, la cual se 

encuentra en el Instituto de Ciencias Nucleares (ICN) de la UNAM.  

 
4.1 Síntesis de los copolímeros de injerto SR-g-(NVCL/4VP), un paso 

Muestras de hule de silicona fueron cortados (2.5 x 1 cm), fueron lavados en etanol para 

eliminar las impurezas, se extrajeron y secaron posteriormente hasta que obtuvieron un 

peso constante. Los monómeros (N-vinilcaprolactama, 4-vinilpiridina)  fueron destilados a 

presión reducida antes de su uso. Cada película previamente purificada con etanol, fue 

pesada y colocada en una ampolleta de vidrio, se le adicionaron 5 mL de disolución de los 

monómeros a injertas (NVCL/4VP) en cantidades equimolares; posteriormente, las 

ampolletas fueron desgasificadas al alto vacío acompañado de una serie de ciclos de 

congelación-descongelación con nitrógeno líquido; una vez terminado dicho proceso, las 

ampolletas se sellaron. Las muestras fueron expuestas a cierta dosis de radiación gamma 

(10-80 kGy) en una fuente de irradiación de cobalto 60 (60Co) (Gammabeam 651 PT) con 

la finalidad de inducir el proceso de injerto. Al término del tiempo de reacción, se abrieron 

las ampolletas y se procedió a la extracción y limpieza de las películas modificadas 
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mediante extracciones (lavados) continuos con etanol. Por último, las muestras se 

secaron en una estufa de vacío hasta peso contante; el porciento de injerto fue calculado 

con la siguiente fórmula: 

             
     

  
      Ec. 2 

 

Donde Wf es el peso de la muestra injertada y Wi es el peso inicial de la película. Cada 

ensayo se realizó por triplicado. 

 
4.1.1 Efecto del disolvente  

Se realizó el procedimiento descrito en la sección 4.1 manteniendo las cantidades 

equimolares de los monómeros (9 mmol) en la disolución.  

 

 

Figura 16. Representación esquemática del procedimiento seguido para el proceso de injerto 

mediante radiación gamma.  
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Se utilizó la misma dosis para todos los ensayos (50 kGy) y se utilizaron los siguientes 

disolventes: cloroformo, isopropanol, etanol, tetrahidrofurano y  tolueno, eso con la 

finalidad de observar cómo afectan los disolventes al porciento de injerto ya que no todos 

hinchan a la matriz polimérica en la misma proporción. El ensayo se realizó por triplicado; 

para la determinación del porciento de injerto se utilizó la ecuación 1, mencionada en la 

sección 4.1. 

 

 

Esquema 1. Mecanismo propuesto para la reacción del injerto binario (NVCL/4VP) mediante 

radiación sobre SR, (un paso) por método directo. Es importante mencionar que el proceso de 

injerto es aleatorio, es decir, no hay un orden en el que los monómeros reaccionan. 

 
El esquema 1, describe a grandes rasgos el mecanismo que se llevó a cabo en el proceso 

de injerto de la mezcla de los dos monómeros, el cual inicia formándose un radical 

primario en el grupo metilo mediante la ruptura del enlace C-H. Una vez formado el 

radical, este reacciona con el enlace doble de alguno de los dos monómeros, iniciándose 
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así el proceso de iniciación del injerto. Después de que el radical metileno (.CH2) ha 

reaccionado con una molécula de un monómero, se forma otro radical derivado de la 

ruptura del enlace vinílico, en este caso es un radical secundario, este radical llevara a 

cabo el proceso de propagación debido a que tiene probabilidad de reaccionar con la 

parte terminal de otra molécula de 4VP o NVCL, llevándose a cabo una adición cabeza-

cola.  El proceso final de la reacción de injerto finaliza en la reacción de terminación en la 

cual los dos radicales pierden su reactividad.  

 
4.1.2 Efecto de la concentración de los monómeros  

El procedimiento seguido para este ensayo fue prácticamente similar al descrito en la 

sección 4.1, pero en este caso la variable fue la cantidad de monómero utilizada para 

llevar a cabo el proceso de injerto. Se utilizaron concentraciones equimolares de NVCL y 

4VP en tolueno, para preparar la mezcla de reacción, siendo el volumen total de 5 mL. El 

ensayo se realizó por triplicado; para la determinación del porciento de injerto se utilizó la 

ecuación 1, mencionada en la sección 4.1. 

 
4.1.3 Estudio del efecto de la dosis aplicada en el porcentaje de injerto 

En esta sección se repitió el proceso descrito en la sección 4.1, pero en esta ocasión se 

realizaron variaciones en la dosis aplicada; desde 10 hasta 80 kGy. 

 

4.2 Síntesis de los copolímeros de injerto (SR-g-4VP)-g-NVCL, dos pasos 

 
4.2.1  síntesis de SR-g-4VP y SR-g-NVCL 

Muestras de hule de silicona fueron cortados (2.5 x 1 cm), fueron lavados en etanol para 

eliminar las impurezas, se extrajeron y secaron posteriormente hasta peso constante. 

Cada película fue pesada y colocada en una ampolleta de vidrio, se le adicionaron 5 mL 

de disolución de 4VP ó NVCL (según sea el caso) en N,N-dimetilformamida (DMF); 

posteriormente, las ampolletas fueron desgasificadas al alto vacío acompañado de una 

serie de ciclos de congelación-descongelación; una vez terminado dicho proceso, las 

ampolletas se sellaron. El proceso de irradiación, extracción y purificación fue similar al 

descrito en el apartado 4.1. Se calculó el porciento de injerto conforme a la ecuación 1. 
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4.2.2 Síntesis de (SR-g-4VP)-g-NVCL y (SR-g-NVCL)-g-4VP 

Se procedió al proceso de un segundo injerto, para ello se tomaron películas de SR-g-

4VP; se preparó la disolución de NVCL ó 4VP  (según sea el caso)  en DMF y se 

adicionaron 5 mL en las ampolletas donde estaban las películas de SR-g-4VP, se 

procedió tal y como se describe en la sección 4.1 y al final se determinó el porcentaje de 

injerto mediante la ecuación 1.  

 

 
Esquema 2. Mecanismo propuesto para el proceso de Injerto de 4VP y NVCL en dos pasos sobre 

SR por método directo. 
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En el esquema 2, se describe el mecanismo propuesto para la síntesis del copolímero de 

injerto binario obtenido en dos pasos. En este caso, la primera fase consiste en la 

formación del radical libre sobre el grupo metilo del PDMS por la acción de la radiación 

gamma. Este radical libre reacciona con la parte terminal del enlace vinílico de la 4VP 

debido a que presenta un menor impedimento estérico, el radical secundario que se forma 

después de la primera reacción es de tipo secundario y se encuentra bastante 

estabilizado por el anillo aromático, este radical libre realiza el proceso de propagación, 

promoviendo así la formación  de las cadenas poliméricas hasta culminar en el proceso 

de terminación. Una vez obtenido el sistema SR-g-4VP, este se irradio otra vez con rayos 

gamma, los cuales formaron radicales libres en el carbono contiguo al anillo aromático, 

esto debido a que este radical libre es favorecido termodinámicamente gracias a la 

estabilidad que el anillo de la piridina le brinda mediante el fenómeno de la resonancia. 

Este radial, reacciona con el enlace doble de la N-vinilcaprolactama (iniciación), 

llevándose a cabo una reacción de adición cabeza-cola. El proceso de propagación la 

realiza el radical secundario formado en la posición alfa al átomo de N del anillo de la 

lactama. El proceso de terminación del proceso de injerto llega con la pérdida de 

reactividad de los radicales libres.  

Es importante mencionar que el esquema 2 muestra una aproximación del proceso de 

injerto ocurrido durante la síntesis del material modificado en dos pasos; sin embargo, 

también es probable de que el segundo injerto haya ocurrido también las cadenas de 

PDMS o en alguna otra posición de la película ya injertada. Nuestra propuesta se basa en 

la idea de que la superficie de la silicona está saturada superficialmente con cadenas 

poliméricas de VP lo cual dificultaría la difusión de la NVCL hasta llegar al radical metilo 

posiblemente formado en el PDMS. Además,  el radical secundario formado en la posición 

contigua al anillo de la piridina, se encuentra estabilizado mediante resonancia, lo cual 

incrementa su estabilidad y posibilita aún más su reacción con el enlace doble de la NVCL 

comparado con los otros posibles sitios reactivos formados. 
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4.3 caracterización 

 
4.3.1 Espectroscopía FTIR-ATR 

Las películas caracterizadas mediante espectroscopías infrarroja y Raman, fueron 

secadas previamente. Para el caso de IR-ATR, se realizaron 16 escaneos analizando la 

región entre 650 y 3800 cm-1 con un detector punta de diamante Perkin–Elmer Spectrum 

100 spectrometer (Perkin Elmer Cetus Instruments, Norwalk, CT). La espectroscopía 

Raman fue realizada mediante un equipo Renishaw inVia confocal Raman microscope 

(Renishaw Iberica S.A.U., Spain). 

 
4.3.2 Espectroscopía Raman 

Se analizaron muestras de películas modificadas con diferente porcentaje de injerto 

utilizando espectroscopía Raman para complementar la caracterización realizada 

mediante espectroscopía infrarrojo, para lo cual se cortaron muestras representativas que 

fueron analizadas con un laser de neón a 785 nm al vacío, se utilizó un microscopio 

Raman modelo Renishaw inVia confocal marca Renishaw Ibérica. 

 
4.3.3 Calorimetría diferencial de barrido (DSC)    

Las muestras de películas injertadas recibieron un previo tratamiento de secado antes de 

ser analizadas, esto con la finalidad de eliminar la posible humedad absorbida del 

ambiente y no detectarla en el estudio. El análisis se llevó a cabo en un calorímetro 

modelo DSC calorimeter 2010 (TA Instruments, USA). Se tomaron muestras 

representativas de películas funcionalizadas (6-10 mg) con diferente porcentaje de injerto 

mismas que fueron confinadas en charolas de aluminio. Cada muestra se colocó en el 

calorímetro y se le aplicó una rampa de calentamiento de 5 °C/min, de 25 a 250 °C en 

atmósfera de nitrógeno. 

 
4.3.4 Análisis termogravimétrico 

Las muestras analizadas fueron secadas previamente para eliminar la humedad 

absorbida del ambiente. Cada muestra fue depositada sucesivamente en una  charola de 

platino, misma que es adaptable al equipo TGA marca TGA Q50 (TA Instruments, New 
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Castle, DE). Para el estudio de termogravimétrico se utilizaron muestras representativas 

con pesos de entre 5 y 10 mg. Se utilizó una rampa de calentamiento de 10 °C/minuto   de 

30 hasta 800 °C en atmósfera de nitrógeno.  

 
4.3.5 Resonancia magnética nuclear (RMN) 
 
Los análisis de resonancia magnética nuclear de 13C  y 1H de los monómeros se 

obtuvieron en un espectrómetro Jeol eclipse 300 MHz, utilizando cloroformo deuterado 

(CDCl3) como disolvente, se utilizaron 32 escaneos y 30 mg muestra. Por otro lado, el 

estudio de 13C de SR y los copolímeros de injerto se realizó en estado sólido, mediante la 

técnica de Cross-Polarization Angle Magic-Spinning (CP/MAS13C-RMN) en un equipo 

Bruker Avance III HD de 400MHz, 5120 escaneos y 250 mg de muestra. En la descripción 

de los espectros se han empleado las siguientes abreviaturas: s (singulete), d (doblete), 

dd (doble doblete), t (triplete), c (cuadruplete). 

 
 
4.3.6 Microscopía electrónica de barrido (SEM) y espectroscopía dispersiva de 

energía de rayos X (EDX)  

Se cortaron muestras representativas de copolímeros de injerto (0.5 cm2); las muestras 

fueron recubiertas con oro mediante la técnica de sputtering o vaporización catódica 

formando una película delgada de nanopartículas de oro por depositación al alto vacío 

sobre la superficie de los copolímeros de injerto. Esto con la finalidad de obtener una 

superficie conductora que haga posible el análisis, ya que los las películas injertadas no 

presentan conductividad por si solas; una vez recubiertas las muestras, estas fueron 

analizadas en un microscopio electrónico de barrido al alto vacío (SEM EVO L515 marca 

Zeiss) a un voltaje de 40 keV. Se realizó el estudio de la superficie así como de la sección 

transversal de las muestras.  
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Figura 17. Representación esquemática del proceso sputtering (pulverización catódica). 

 
Para el caso de SEM-EDX se utilizó un equipo Zeis-EVO-HD-Bruker-EDS mediante el 

cual se realizó un análisis elemental de la superficie del copolímero de injerto. Se estudio 

la profundidad de injerto de las películas modificadas mediante esta misma técnica 

analítica y equipo. 

 

4.3.7 Modulo de elasticidad 

El modulo de elasticidad o modulo de Young es la medida de la tenacidad y rigidez que 

presenta un material al resorte o su capacidad elástica. Para este ensayo se prepararon 

copolímeros de injerto de 1 x 5 cm con la finalidad de poder obtener las probetas. 

Muestras de SR-g-NVCL, SR-g-4VP, (SR-g-4VP)-g-NVCL fueron cortadas  con troqueles 

estandarizados para darle forma a las probetas (5 x .5 cm) para su posterior análisis. Las 

muestras se analizaron a 23 °C y a una velocidad de 10 mm/minuto. Este ensayo se 

realizó por triplicado. 
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4.4 Propiedades físico-químicas 

 
4.4.1 Grado de mojabilidad (ángulo de contacto) 

El estudio de humectabilidad se realizó mediante un goniómetro marca DSA 100 (Krüss 

GmbH, Hamburg, Germany); el análisis se llevó a cabo a temperatura ambiente utilizando 

pequeñas gotas de agua bidestilada, las cuales fueron depositadas en la superficie de las 

películas injertadas y secas. La determinación se realizó con copolímeros de injerto de 

NVCL, 4VP y binarios con diferentes porcentajes de injerto.  

 

 

Figura 18. Medición del ángulo de contacto mediante el método de gota sésil (izquierda), 

comparación entre el ángulo de contacto de una superficie hidrofóbica y una hidrofílica (derecha). 

 

El método utilizado para determinar el ángulo de contacto fue el de la gota en reposo o 

gota sésil. La cantidad de líquido que se deposita sobre la superficie es de 8.5  0.5 L 

dosificado con una jeringa conectada a un tornillo micrométrico. Se determina el ángulo 

de contacto entre las superficies y el líquido correspondiente al menos en 3 zonas de las 

mismas, calculando posteriormente el valor promedio. 

 
4.4.2 Hinchamiento límite 

Se tomaron películas modificadas secas con diferente porcentaje de injerto, se pesaron 

para determinar su peso inicial y posteriormente se sumergieron en frascos con agua 

bidestilada temperatura ambiente; se realizaron mediciones de variación respecto a la 

masa en una balanza analítica a diversos intervalos de tiempo durante 48 horas para 

monitorear el tiempo necesario que se necesita para que los copolímeros de injerto 
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alcancen su máximo hinchamiento. Se determinó el grado de hinchamiento por diferencia 

de peso de acuerdo a la siguiente ecuación. 

 

                 
     

  
     Ec. 3 

 

Donde Wh es peso de la película hinchada en agua y Ws es el peso de la película seca. 

El tiempo de hinchamiento máximo es asignado por el punto en el cual el porciento de 

hinchamiento permanece constante. 

 
4.4.3 pH crítico 

Para la realización de este estudio fue necesaria la preparación previa de dos 

disoluciones madre; una ácida, constituida de ácido bórico y ácido cítrico a una 

concentración de 0.05 M y una solución básica de ortofosfato trisódico dodecahidratado 

de 0.1 M. Posteriormente se realizaron mezclas de las disoluciones ácida y básica en 

diferentes proporciones con la finalidad de obtener una serie de soluciones 

amortiguadoras de diferente pH, desde 2 hasta12. Este ensayo consistió en sumergir 

películas modificadas (1 x 2.5 cm) con diferente porcentaje de injerto en soluciones 

amortiguadoras de fosfato (SBF) de pH 2-12 a 25 °C durante 24 horas en cada valor de 

pH, transcurrido el tiempo se pesaron en balanza analítica para calcular el grado de 

hinchamiento por diferencia de peso gravimétricamente utilizando la ecuación 3. 

 
4.4.4 Estudio del efecto de la NVCL sobre el pH crítico de la 4VP 

El estudio del efecto de la NVCL sobre el pH de respuesta de la 4VP fue realizada de 

similar forma a la descrita en el apartado 4.4.3, pero en este caso se tomaron muestras de 

SR-g-4VP con 50% de injerto y se les sometió a un segundo proceso de injerto de similar 

manera a la descrita en la sección 4.3 en disolución de NVCL (1.97 mmol) en DMF. Las 

muestras se irradiaron a 15, 25 y 35 kGy. Las muestras fueron, extraídas, lavadas y 

secadas hasta peso constante. El porciento de injerto fue determinado mediante 
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gravimetría haciendo uso de la ecuación 1; el estudio del corrimiento del pH crítico se 

realizo en disoluciones buffer previamente preparadas.  

 
4.5 Temperatura crítica de respuesta (UCST y LCST) 

Las películas modificadas con diferente grado de injerto fueron sumergidas en agua 

bidestilada durante 24 horas, se dejó este tiempo sumergido debido a que previamente se 

determinó que en ese tiempo alcanzan su hinchamiento máximo.  Gradualmente se fue 

elevando la temperatura del medio acuoso hasta abarcar un intervalo de 22 °C hasta 45 

°C; esto con la finalidad de observar el comportamiento de los copolímeros de injerto 

respecto a la temperatura y así calcular la temperatura de respuesta (LCST), el grado de 

hinchamiento para cada valor de pH fue calculado por gravimetría de acuerdo a la 

ecuación 2; para este caso, las películas se sumergieron durante 24 horas en cada una 

de las disoluciones amortiguadoras previamente preparadas con el objetivo de observar 

su transición de fase respecto al pH. 

 
4.5.1 Estudio del efecto de la 4VP sobre la LCST de SR-g-NVCL  

Se tomaron varias muestras de películas que contenían 11% de injerto de NVCL, mismas 

que presentaban una LCST de 32.5 °C y se les sometió al proceso de segundo injerto, es 

decir, se colocaron las muestras de SR-g-NVCL en ampolletas de vidrio y se les 

adicionaron 5 mL de disolución de 4VP (8.97 mmol) en DMF; se les sometió a todo el 

proceso descrito en la sección 4.1 irradiándolos a 20, 30 y 45 kGy para observar como el 

grado de injerto del comonómero afecta la temperatura crítica del polímero termo-

sensible. El estudio se realizó por duplicado. Una vez secas las muestras, se realizó el 

estudio de la LCST en agua para observar si hubo corrimiento en el valor de TC o no. El 

porciento de injerto fue determinado de acuerdo con la ecuación 1. 

 
4.6 Carga de diclofenaco sódico 

Se cortaron varias piezas de los copolímeros con diferente porcentaje de injerto así como 

también la silicona sin modificar (1 cm2) y fueron colocadas en 5 mL de disolución de 

diclofenaco sódico con una concentración de 40 mg/L en frascos protegidos de la luz y en 

agitación constante. La cantidad de diclofenaco cargado en las películas fue determinada 

mediante la diferencia de absorbancia entre la concentración inicial y la concentración 
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final de diclofenaco teniendo en cuenta que la absorbancia es lineal a la concentración del 

soluto en disolución (ley de Lambert-Beer), esto mediante un equipo de UV-vis a 276 nm, 

que es la longitud de absorción máxima del diclofenaco sódico. El ensayo fue realizado 

por triplicado  utilizando un control negativo (silicona sin injertar). 

 

                             
     

 
                       Ec. 4 

 

4.6.1 Desorción de diclofenaco   

Las muestras de copolímero con diclofenaco previamente cargado se secaron a 40 °C y a 

vacío hasta peso constante. Fueron colocadas en viales con 5 mL de solución salina 

0.9%, a 37 °C, protegidos de la luz y en agitación magnética. Se realizaron diversas 

lecturas de la absorbancia en el equipo de UV-vis durante un periodo de 48 h a 276 nm. 

La liberación del fármaco fue acumulativa, es decir, no se cambio el medio de liberación 

después de cada lectura.  

 
4.7.2 Ensayo de actividad antimicrobiana  

Las muestras utilizadas para el ensayo de actividad antimicrobiana,  fueron esterilizadas 

previamente en una autoclave a 120 ° C durante 20 minutos. Después, los copolímeros de 

injerto se cargaron en 3 mL de disolución de diclofenaco durante 48 horas en agitación 

constante. Posteriormente las piezas se secaron con papel absorbente para remover la 

humedad excedente y fueron colocados en cajas petri con agar Müeller-Hinton inoculadas 

con E. coli (ATCC 11229TM) o S. aureus (ATCC 25923TM)  a una concentración de 108 

UFC/mL (0.5 McFarland). Las placas se mantuvieron a 37ºC durante 24 h y después se 

sacaron de la estufa para medir las posibles zonas de inhibició63, 64. 

 
4.7.3 Ensayo de actividad bacteriostática 

El estudio de adhesión bacteriana en las películas modificadas fue realizado tomando 

muestras representativas de copolímeros de injerto (1 cm2), mismos que fueron colocados 

en viales con 5 mL de diclofenaco sódico (0.04 mg/mL) y fueron esterilizados 
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térmicamente a 120 °C durante 20 minutos en un equipo de autoclave. Posteriormente se 

agitaron las muestras durante 48 horas para llevar el proceso de carga de diclofenaco en 

las mismas. Las muestras se sacaron del medio y se les quito el exceso de solución con 

papel absorbente y fueron colocadas en viales con 2 mL de de solución E. coli  en caldo 

de tripticasa de soja y agar (8 x 108 UFC/mL), las muestras se incubaron a una estufa 37 

°C durante 3 h. Posteriormente las muestras fueron lavadas tres veces con SBF para 

remover las bacterias que no se habían adherido a la superficie; fueron colocadas en 2 

mL de solución de buffer esterilizado, se sonicaron en un Bronson Sonifier-250 durante 5 

minutos para liberar los microorganismos que se habían adherido a la superficie de las 

películas y así tener las bacterias en la solución amortiguadora. Se tomaron muestras de 

las suspensiones obtenidas y se realizaron inoculaciones en cajas petri con agar Müeller-

Hinton; se incubaron durante 24 horas a 37 °C: Finalmente se realizó el conteo de las 

UFC utilizando una cámara Neubauer65. Las cajas petri con las cepas bacterianas 

previamente utilizadas, se sometieron a un tratamiento de esterilización en una autoclave 

a 120 °C durante 20 minutos, esto con la finalidad de eliminar los microorganismos.  

 
4.8 Inmovilización de lisozima 

Se cortaron películas de 1 cm2, se lavaron en SBF y posteriormente en agua destilada; 

terminado el tiempo de lavado, se sumergieron las muestras en un vial con 3 mL de 

disolución enzimática a una concentración de 10 mg/mL, se dejo en agitación constante 

durante 24 horas a baja temperatura (4 °C) para que la enzima fuera estable. Transcurrido 

este tiempo, se extrajeron las muestras, se les removió la lisozima no inmovilizada y se 

secaron en una estufa de vacío a 30 °C hasta peso constante66, 67.  

 
4.8.1 Desorción de lisozima 

Se estudio el perfil de liberación de la enzima que había sido previamente inmovilizada en 

los copolímeros de injerto (SR-g-NVCL), para lo cual las películas con enzima obtenidas 

en la sección 4.8, fueron colocadas en viales con 3 mL de SBF, fueron agitadas a 300 rpm 

y la cantidad de enzima liberada respecto al tiempo fue determinada mediante UV-vis a 

280 nm. La cantidad liberada al medio fue determinada con la ayuda de una curva de 

calibración linealizada de concentración contra absorbancia previamente realizada. La 

liberación de la enzima fue acumulativa, ya que no se cambio el medio de liberación 

después de cada lectura68, 69. 
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4.8.1 Estudio de la actividad catalítica de la enzima inmovilizada 

Se preparó una disolución de Micrococcus lysodeikticus a una concentración de 0.6 

mg/mL para obtener aproximadamente una absorbancia de 0.6 en SBF pH 6.270. Los 

copolímeros de injerto con lisozima inmovilizada previamente obtenidas (sección 4.8) 

fueron colocadas en viales que contenían 3 mL de la disolución bacteriana. Los viales 

fueron colocados en un baño a 25 °C e inmediatamente inicio la agitación del medio71. El 

ensayo se realizó en un espectrofotómetro Specord 200 plus (Analytik Jena AG, 

Alemania). Cada ensayo se realizó por triplicado y los datos están expresados en unidad 

de actividad enzimática (U). Se utilizó como blanco una suspensión microbiana en tampón 

fosfato sin película. Una unidad de actividad se definió como la disminución de 0,001 por 

minuto de la absorbancia a  450 nm. La actividad enzimática se cuantificó a partir de la 

disminución de la absorbancia registrada en presencia de la película menos la 

disminución registrada para el blanco por unidad de tiempo tal y como lo muestra la 

ecuación 5. 

 

                
                                     

                    
 Ec. 5 

 

4.8.2 Ensayo de actividad antimicrobiana de la lisozima inmovilizada  

Los copolímeros de injerto se cargaron en 3 mL de disolución enzimática durante 24 

horas en agitación constante a 4 °C, se extrajeron, se les retiro el exceso de disolución y 

fueron secadas a 30 °C durante 8 horas en una estufa de vacío. Posteriormente las 

piezas fueron colocadas en cajas petri con agar Müeller-Hinton inoculadas con E. coli 

(ATCC 11229TM), S. aureus (ATCC 25923TM)  o S. Epidermidis a una concentración de 108 

UFC/mL (0.5 McFarland). Las placas se mantuvieron a 37ºC Durante 24 h. Transcurrido el 

tiempo, las cajas petri se sacaron de la estufa para medir los posibles halos de 

inhibición72. 

4.9 Carga de Fosfomicina 

Se cortaron películas de 1 cm2 y se sumergieron en viales con 3 mL de la disolución del 

antibiótico (1 mg/mL) durante 24 h a 4 °C en agitación constante (300 rpm). Transcurrido 
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el tiempo de carga, se extrajeron las películas y se les quito la solución excedente; por 

último, se secaron las muestras en estufa de vacio a 30 °C hasta obtener un peso 

contante.  

 
4.9.1 Desorción y cuantificación de fosfomicina 

Las muestras que contenían FOS adsorbida de acuerdo a lo descrito en la sección 4.9, 

fueron puestas en viales ámbar que contenían 3  mL de agua con la finalidad de conocer 

la cantidad de antibiótico hospedado en nuestros copolímeros de injerto, además de 

observar el perfil de liberación de la FOS. Como la fosfomicina no presenta absorción en 

la región del UV-vis, se recurrió a un equipo HPLC-MS (Waters SQ detector 2); el estudio 

se llevó a cabo con la ayuda del software MassLynx V4.1. Se utilizó una mezcla de Agua-

acetonitrilo (90:10) como  fase móvil, una columna C18 marca Waters como fase 

estacionaria73, 74; la determinación de fosfomicina fue posible gracias al ion molecular 

derivado de su primera fragmentación (137 m/z) bajo las siguientes condiciones:  

 Modo de detección: Negativa 
 Método de Ionización: Electrospray 
 Cono: 2.46 kV 
 Capilar: 33 V 
 Temperatura de la fuente: 150 °C 
 Temperatura de desolvatación: 350 °C 
 Volumen de inyección: 20 µl 
 Gas acarreador: Nitrógeno 
 Flujo de fase móvil: 0.4 mL/min 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Equipo de HPLC-MS utilizado para la detección y cuantificación de FOS. 
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La liberación del fármaco fue acumulativa, es decir, no se cambio el medio de liberación 

después de cada lectura.  

 

4.10 Estudio de citotoxicidad 

Para la determinación de la citotoxicidad de las películas modificadas mediante el proceso 

de injerto, se recurrió al ensayo de MTT, dicho estudio se realizó in vitro mediante el 

estudio de la supervivencia de células de fibroblasto (BALB/3T3; ATCC CCl-163TM)Las 

muestras fueron esterilizadas por radiación UV durante 2 minutos y dejadas en 300 μL de 

medio de cultivo (DMEM F12 Ham, una compleja mezcla de nutrientes) suplementado con 

suero fetal bovino (SuFB) al 10% y 1% de la solución streptomicina-penicilina) a 37 ºC  

durante 24 h. Se sembraron 100 µL de suspensión de células BALB/3T3 en DMEM F12 

Jamón suplementado con FuBS al 10% y 1% de la solución antibiótica (200.000 

células/ml) en placas de 96 pocillos.  

Después de 24 h de incubación, se vertieron 100 μL de los medios en contacto con los 

materiales y se incubaron durante 24 ó 48 horas (37 ºC, 5% de CO2, 90% de HR). 

Posteriormente, las muestras y el medio de cultivo se reemplazaron con 100 μl de medio 

fresco, y se añadieron 10 μl del reactivo 1 del kit MTT. Después de 4 horas de incubación 

a 37 ºC, se añadieron 100 μl del reactivo 2 del kit MTT y se incubaron de nuevo a 37 ºC. 

Las placas se leyeron a 550 nm usando un lector de placas Elisa Bio-Rad 680 Microplate 

Reader65, 75. La viabilidad celular se calculó usando la ecuación 1.  

Las pruebas se realizaron por triplicado. También se prepararon controles negativos 

añadiendo sólo el medio de cultivo fresco a las células y tratándolas de la misma manera 

que las muestras. 

 

Viabilidad celular (%) = Absmuestra/Abscontrol neg x 100              Ec. 6 
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Capítulo 5 

 

Discusión de resultados 

 
5.1 Síntesis de copolímeros aleatorios SR-g-(NVCL/4VP) 

Se injertaron los monómeros (NVCL y 4-vinilpiridina) en un solo paso en la superficie del 

hule de silicona, esto con la finalidad de modificar sus propiedades de este polímero y así 

obtener un nuevo biomaterial, hidrofílico y estímulo-sensible al pH y a la temperatura. La 

primera respuesta es gracias al injerto de 4-VP y el cambio de comportamiento frente a 

los cambios de temperatura será por el injerto de NVCL. Las películas obtenidas fueron 

extraídas con gran facilidad debido a la no formación de altas cantidades de copolímero 

residual de reacción. Este hecho fue debido al efecto protector del anillo aromático de la 

4-vinilpiridina, misma que bajó la tendencia de homopolimerización que experimenta la 

NVCL al ser irradiada. 

Por otro lado, es conocido que el efecto del disolvente utilizado para una reacción de 

injerto por exposición directa a la radiación (método directo) influye directamente en el 

rendimiento, así también la dosis y la concentración, motivo por el cual estos factores 

fueron estudiados. 

 
5.1.1 Efecto del disolvente 

No se han publicado estudios sobre la copolimerización de 4-vinilpiridina con N-

vinilcaprolactama sobre alguna matriz polimérica, por lo que se decidió realizar un estudio 

sobre el efecto de varios disolventes en la síntesis de los nuevos copolímeros de injerto. 

En la Figura 20 observamos los porcentajes de injerto obtenidos de SR-g-(NVCL/4VP), el 

rendimiento más bajo fue obtenido al utilizar cloroformo, en este caso la matriz polimérica 

se degradó, posiblemente se deba a que la matriz polimérica SR al estar hinchada en 

demasía, la radiación incide en una mayor superficie y provoca la degradación de la 

película; además, el cloroformo crea una elevada cantidad de radicales libres debido a la 
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ruptura del enlace carbono-cloro, lo que provoca la formación de ácido clorhídrico y el 

exceso de radicales libres incrementa  la degradación de la silicona. 

En las reacciones de injerto realizadas utilizando isopropanol y etanol, se observo que el 

porciento de injerto aumenta, pero también hubo degradación de la matriz polimérica, 

debido a que estos disolventes al presentar un grupo hidroxilo, son capaces de generar 

radicales hidroxilo al ser irradiados, y como es sabido, estos radicales son altamente 

reactivos, motivo por el cual provocan la degradación de la matriz polimérica. De acuerdo 

a la Tabla 1, el tetrahidrofurano (THF), es el disolvente en el cual la silicona presentó un 

hinchamiento aproximado del 134%; con este disolvente los rendimientos de injerto 

rebasaron ligeramente el 140%. El copolímero  de injerto obtenido con este disolvente 

mostró mejor apariencia física comparada con los anteriores; sin embargo, la película 

injertada que  presentó menores señales de daño fue el obtenido con tolueno como 

disolvente, incluso con injerto superior al 100%.  

 

 

Figura 20. Porciento de injerto obtenido con diferente disolvente. 

 
La reacción de injerto se favoreció al utilizar tolueno como disolvente, obteniendo 

rendimientos muy superiores comparados con los otros disolventes, la apariencia física 

era buena, no presentaban rugosidad a la vista, no mostraron signos de degradación. 
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Esto debido al efecto anisotrópico del anillo aromático que tiene el disolvente, el cual 

realiza un efecto protector adicional en la reacción provocando que la radiación 

electromagnética no impacte directamente sobre la matriz polimérica, gracias a la  

deslocalización electrónica del anillo aromático que genera un campo de protección. 

 

Tabla 1. Grado de hinchamiento de la película de SR en diversos disolventes. 

Disolvente Hinchamiento (%) 

Cloroformo 220 

THF 134 

Tolueno 115 

Isopropanol 12 

Etanol 5 

DMF 3 

 

 

5.1.2 Efecto de la concentración del monómero 

Uno de los factores importantes a tomar en cuenta durante la modificación de un material 

es el efecto de la concentración del monómero o los monómeros, se realizó un estudio de 

este factor con la finalidad de observar cómo afecta al porciento de injerto durante el 

proceso de modificación.  En la Figura 21 se  observa que la concentración de los 

monómeros de NVCL y 4VP en el proceso de modificación de SR es muy importante 

debido a que concentraciones por debajo del 60% en volumen se obtienen porcentajes de 

injerto inferiores al 20%. 

Esto es debido a que el anillo de 4VP ejerce un efecto pantalla cuando la radiación 

ionizante incide en su estructura, lo que disipa la energía del iniciador. Al aumentar la 

concentración a 70% observamos un salto inesperado al pasar un injerto de 20 a 110%, a 

esta concentración es mayor el efecto de la concentración del monómero por encima del 

efecto protector, es decir, a esta concentración existe un mayor número de especies 

formadas debido a un gran número de moléculas de monómero y aunque el efecto 

protector siga presente, la distancia entre las moléculas del monómeros con los sitios 
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reactivos es la suficientemente corta para llevarse a cabo el proceso de injerto.  El 

porciento de injerto no incrementa a concentraciones de monómero más altas (80 y 90%).  

 

 

Figura 21. Porcentaje de injerto obtenido respecto a la concentración de monómeros en la síntesis 

de SR-g-(NVCL/4VP). 

 

5.1.3 Efecto de la dosis 

El rendimiento de la reacción de injerto sobre las películas de hule de silicona mostró 

dependencia respecto a la dosis aplicada, como podemos observar en la Figura 22, el 

porcentaje de injerto de la reacción se incrementó al aplicar mayor dosis. Podemos 

observar que al utilizar una dosis de 20 kGy se obtiene un rendimiento bajo (alrededor de 

20%), el rendimiento no mejora mucho al aplicar 30 y 40 kGy. Al utilizar una irradiación de 

50 kGy el porciento de injerto alcanza a superar el 50% de injerto. Cuando se utilizaron 

dosis de 60 y 70 kGy los injertos fueron alrededor del 100% y a dosis superiores a estas 

los porcentajes de injerto se dispararon obteniendo injertos de 200 y hasta 300%.  
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Figura 22. Porcentaje de injerto obtenido respecto a la dosis aplicada en la síntesis de SR-g-

(NVCL/4VP. 

 

5.2 Síntesis de (SR-g-4VP)-g-NVCL  y (SR-g-NVCL)-g-4VP 

 
5.2.1 SR-g-4VP 

Se sintetizaron copolímeros de injerto de SR-g-4VP con la finalidad de obtener materiales 

pH sensibles, mismos que serian sometidos a un segundo proceso de injerto con un 

comonómero para observar las diferencias físicas y químicas con respecto a las 

sintetizadas en un paso (SR-g-(NVCL/4VP)). En la Figura 23 se observan los porcentajes 

de injerto obtenidos para el sistema SR-g-4VP a diferentes dosis; en esta figura se 

observa que hay una tendencia casi lineal entre la dosis y el porcentaje de injerto. En 

dicha figura podemos apreciar que a 50 kGy se obtiene un rendimiento aproximado de 

50%, mientras que a 70 kGy, el rendimiento es superior al 100% de injerto. La tendencia 

fue ascendente hasta alcanzar un rendimiento del 300% de injerto cuando se aplicó una 

dosis de 90 kGy, para este entonces, el material mostró degradación. Estos rendimientos 

fueron alcanzados gracias a que la homopolimerización de la 4VP casi pasó 

desapercibida.  El proceso de autoaceleración no fue visto para el caso de la 4VP 
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injertada debido a que cuando se forma un radical libre en el grupo vinilo al ser irradiada, 

el anillo aromático de la piridina le confiere estabilidad al radical libre a través de su efecto 

resonante y le otorga el tiempo suficiente para difundir en el medio y reaccionar con los 

radicales formados en la superficie de SR.  

 

 

Figura 23. Porcentajes de injerto obtenidos de SR-g-4VP a 50% concentración de monómero en 

DMF y a diferente dosis.  

 

 

5.2.2 SR-g-NVCL 

Para el caso de SR-g-NVCL, los resultados de los injertos se encuentran resumidos en la 

Tabla 2. En este caso, se observó una alta tasa de homopolimerización; este fenómeno 

se le atribuye a la posible activación del enlace vinílico del monómero al ser irradiado, el 

cual prefiere reaccionar con otra molécula de NVCL, lo cual provoca un aumento de la 

viscosidad del medio de reacción; este aumento en la viscosidad disminuye la 

probabilidad de difusión de las moléculas del monómero hacia la matriz polimérica al 

mismo tiempo que el consumo del monómero se eleva rápidamente. Este fenómeno es 
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conocido como autoaceleración, mismo que provoca porcentajes de injerto bajos y altas 

concentraciones de homopolímero76, 77.  

La Tabla 2 muestra que  no hay diferencias abruptas entre un porcentaje de injerto y otro 

al aumentar la dosis aplicada como en el caso del injerto de 4VP: el injerto más alto fue 

obtenido aplicando 80 kGy; sin embargo, a ese porcentaje el homopolímero obtenido es 

duro, lo cual dificulta un poco la extracción de la película injertada.  

Para ambos casos se utilizó DMF como disolvente con la finalidad de que la modificación 

predomine en la superficie, esto basado en la observación de que este disolvente no 

hincha a la matriz polimérica. 

 
Tabla 2. Injertos obtenidos en la síntesis de SR-g-NVCL a 50% concentración de NVCL a diferente 

dosis.  

Dosis aplicada 

(kGy) 

Injerto  

(%) 

Desvest 

(%) 

10 6 1 

15 11 1 

20 17 2 

40 34 3 

50 36 3 

60 37 1.5 

70 48 2 

80 50 3 

 

 

5.2.3 síntesis de los copolímeros de injerto en dos pasos 

El proceso de obtención de (SR-g-NVCL)-g-4VP fue un poco complicado  debido a que 

las muestras de SR-g-NVCL se fragmentaban al someterlos al proceso de congelación-

descongelación para desgasificar los medios de reacción,  ya que se alcanzaba la 

temperatura de transición vítrea, Tg (2 °C) de la PNVCL, lo cual hacia el material 

quebradizo. En el caso de la síntesis de (SR-g-4VP)-g-NVCL no hubo complicaciones 

durante su obtención. En la Tabla 3 se resumen los copolímeros de injerto obtenidos en 



50 
 

dos pasos. Es importante mencionar que en el proceso del segundo injerto también se 

utilizó DMF como disolvente, con la finalidad de favorecer el injerto en la superficie.  

 
 

Tabla 3. Resultados de muestras obtenidas en dos pasos. 

Muestra 4VP (%) NVCL (%) Injerto total 

 

 

 

 

(SR-g-4VP)-g-NVCL 

 

5 11 16 

6 11 17 

8 18 24 

10 13 23 

32 15 47 

58 26 84 

58 38 96 

58 45 103 

 

 

  

 

(SR-g-NVCL)-g-4VP 

8 14 22 

10 14 24 

13 14 27 

6 11 17 

15 11 26 

18 11 29 

28 11 39 

74 11 85 

 

 

5.3 Caracterización 

 
5.3.1 Análisis FTIR-ATR de SR-g-(NVCL/4VP) 

La caracterización del copolímero de injerto se realizó mediante espectroscopía infrarroja 

y por comparación con el espectro FTIR de la película de  SR sin injertar; en la Figura 24 

podemos observar el espectro del copolímero de injerto que muestra una banda de 

absorción a los 3963 cm-1 correspondiente a los estiramientos C-H tanto del anillo 
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aromático de la piridina como los C-H alifáticos del injerto y de los grupos CH3 del hule 

silicona.  

 

 

Figura 24. Espectro IR-ATR de SR y SR-g-(NVCL/4VP) con 50 % injerto. 

 

Las bandas que aparecen en 1565 y 1414 cm-1 corresponden a los estiramientos del 

enlace C-N de la piridina, la banda que aparece en 1258 cm-1  se debe a las flexiones de 

los grupos metilo; posteriormente aparece una banda de absorción en 1001 cm-1 

correspondiente a los estiramientos Si-O-Si de la silicona finalmente aparece la banda a 

787 cm-1 correspondiente a los estiramientos Si-CH3. Por su parte, el espectro de la 

silicona mostro las mismas bandas anteriormente descritas en 2963, 1258, 1001 y 787 

cm-1 correspondientes a la silicona sin modificar. Algo muy importante a destacar en el 

espectro de SR-g-(NVCL/4VP) es que no se logró observar la banda de absorción del 

grupo carbonilo, la cual debió a parecer alrededor de 1640 cm-1. Por lo cual se decidió a 

realizar un análisis mediante espectroscopía Raman. 
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5.3.1.1 Análisis FTIR-ATR de SR-g-4VP y (SR-g-4VP)-g-NVCL 

Los espectros FTIR-ATR de SR-g-4VP y  (SR-g-4VP)-g-NVCL se observan en la Figura 

25; SR-g-4VP presenta las señales características de la SR a 786, 1007 y 1258 cm-1, 

mismos que corresponden a los estiramientos del enlace Si-C, Si-O-Si, y flexiones de los 

grupos CH3 y CH2 unidos al átomo de Si respectivamente.  

 

 

 

Figura 25. Espectro IR-ATR de de SR-g-4VP y  (SR-g-4VP)-g-NVCL. 

 

Las bandas de absorción que aparecen a 1413 y 1598 cm-1 se deben a los estiramientos 

del enlace C-N del anillo aromático; en 2963 aparece la señal de los enlaces C-H tanto 

aromáticos como alifáticos. Respecto a (SR-g-4VP)-g-NVCL, el espectro luce casi igual al 

de SR-g-4VP, excepto por una banda que aparece en 1634 cm-1, misma que corresponde 

al grupo C=O de la NVCL, la cual había sido injertada en un segundo paso. 

 
5.3.1.2 Análisis IR-ATR de SR-g-NVCL y SR-g-NVCL-Lis 
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En la Figura 26, se muestran los espectros de FTIR de la película de SR-g-NVCL con un 

20% de injerto, así también el espectro de la película con lisozima inmovilizada en su 

superficie. El copolímero de injerto mostró una banda a 1633 cm-1 debido al estiramiento 

del grupo C=O de NVCL, y dos bandas a 2927 y 2856 cm-1 que están asociadas a las 

vibraciones de estiramiento de C-H. Estas bandas típicas de PNVCL demostraron el 

injerto de NVCL en SR. 

 

 

 

Figura 26. Espectro IR-ATR de SR-g-NVCL y  SR-g-NVCL-Lis 

 

Por otra parte, el espectro de SR-g-NVCL-Lis presentó picos característicos de la 

lisozima, una banda ancha a 3298 cm-1 debido al estiramiento de NH y -OH de grupos 

amina e hidroxilo de la proteína: en 1646 cm -1 se observa la banda que corresponde a la 

banda de la amida I (C=O) causada por las vibraciones de los enlaces peptídicos. La 

señal a 1543 cm-1 corresponde a la amida II propio de la enzima. La banda a 1400 cm-1 se 

debe a las flexiones de los enlaces N-H y C-N de la lisozima. Este espectro confirma la 

presencia de la enzima inmovilizada en la película de SR-g-NVCL. 
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5.3.2 Espectroscopía Raman 

Este estudio se realizó con la finalidad de complementar la caracterización de SR-g-

(NVCL/4VP) el cual no había sido claramente elucidado debido a la ausencia de una 

banda de absorción tan característica como lo es del estiramiento C=O. En la Figura 27 

observamos el espectro de SR y de SR-g-(NVCL/4VP); las bandas que aparecen a 696 y 

720 cm-1 se deben al estiramiento del enlace Si-C, ambos pertenecientes al hule de 

silicona; en 1090 cm-1  la banda de estiramiento  C-C aromáticos y alifáticos78, 79; en 1270 

cm-1 al estiramiento de los enlaces C-N de la NVCL y del anillo de la piridina. Las bandas 

de 1420 y 1475 cm-1 aparecen por las flexiones de los grupos CH3 y CH2 respectivamente. 

En 1636 cm-1 aparece la banda correspondiente al grupo carbonilo de la caprolactama. 

Finalmente las bandas que aparecen a 2920 y 2974 cm-1 corresponden a los 

estiramientos simétricos y asimétricos de los enlaces C-H de la silicona y de la NVCL. En 

3090 cm-1 aparece la banda de estiramiento C-H del anillo aromático de la 4VP. Por lo 

tanto, mediante esta técnica espectroscópica pudimos comprobar la presencia de la 

NVCL en el injerto binario obtenido en un paso, algo que no habíamos podido comprobar 

mediante FTIR-ATR.  

Esto fenómeno puede tener dos explicaciones: una puede deberse al acomodo de las 

cadenas poliméricas y la otra es al orden en que ocurrió el injerto; es importante 

mencionar que había dos monómeros en el medio de reacción y que estos no tienen la 

misma reactividad, por lo que probablemente al final del proceso de injerto predominó uno 

por encima del otro, injertándose un comonómero casi al final, esta hipótesis podría 

adquirir mayor fuerza si tomamos en cuenta que el poder de penetración de la 

espectroscopía Raman puede ajustarse desde 0 hasta 100 micras; este estudio se realizó 

a 10 micras de profundidad, con lo cual se pudo observar el estiramiento vibracional del 

enlace C=O, mientras que el poder de penetración del haz del infrarrojo tiene un poder de 

penetración de 5-8 nm, es decir, no alcanzó a llegar a la profundidad en que estaba 

injertado la NVCL, solo alcanzó a detectar el injerto de 4VP. Esta hipótesis se retomará y 

reforzara con los estudios fisicoquímicos siguientes. 
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Figura 27. Espectro raman de SR-g-(NVCL/4VP) comparado con el espectro del hule de silicona a 

785 nm con laser de neón, 10 µm de profundidad. 

 

5.3.3 Calorimetría diferencial de barrido 

Mediante este análisis térmico se pudo estudiar el comportamiento de los materiales 

polimérico obtenidos respecto a la temperatura. La temperatura de transición vítrea (Tg) 

es una transición térmica de segundo orden e indica el punto intermedio entre el estado 

fundido y el estado rígido del material. Por encima de la Tg, la movilidad de las cadenas 

poliméricas aumenta y el material adquiere un comportamiento elástico y gomoso; 

mientras que por debajo de ésta, la movilidad disminuye, haciendo que el material 

adquiera un comportamiento rígido y/o quebradizo. 

En la Figura 28 se puede observar que el valor de Tg de SR-g-(NVCL/4VP) coincide con 

el del copolímero de injerto, a 143 °C; este valor varía ligeramente con el porcentaje de 

injerto pero se mantiene en el mismo orden; la Tg que presentan tanto el copolímero de 

injerto y el copolímero corresponden a la poli(4-vinilpiridina). La película de SR no muestra 
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transición térmica alguna, debido a que el valor de su Tg (-70 °C) está muy por debajo del 

límite de detección del equipo utilizado para este estudio.  

 

 

Figura 28. Termograma DSC de SR, el copolímero obtenido y de SR-g-(NVCL/4VP) 

 
 

Tabla 4. Resultados obtenidos en el estudio mediante DSC. 

Muestra Injerto 
(%) 

Tg (°C) Temp. (° C)  de 
reblandecimiento 

PNVL - 2  50  

P4VP - 143  - 

Poli (NVCL/4VP) - 143 68 

SR 0 -72  - 

SR-g-NVCL 12 - 67 

SR-g-4VP 15 144  - 

SR-g-(NVCL/4VP) 8 143  68 
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Otra señal térmica observada fue por parte del copolímero de injerto el cual mostró una 

señal alrededor de 68 °C la cual corresponde a la temperatura de reblandecimiento de la 

PNVCL, sin embargo en el caso de la película injertada, esta señal fue apenas visible. La 

temperatura de reblandecimiento de la PNVCL y SR-g-NVCL puede ser observada 

claramente  en el termograma situado en el Anexo 2. Todos los resultados se encuentran 

resumidos en la Tabla 4. 

 
 

5.3.4 Análisis termogravimétrico 

La estabilidad térmica tanto de la película injertada SR-g-(NVCL/4VP), fue estudiada y 

comparada con el copolímero y la matriz polimérica sin injertar.  En la Figura 29, podemos 

observar que la temperatura de descomposición de SR es de 640 °C, mientras que su 

pérdida de peso al 10% ocurre a 518 °C. En este aspecto, podemos observar que la 

resistencia térmica de SR se ve negativamente alterada al ser injertada, ya que SR-g-

(NVCL/4VP) mostró una temperatura de descomposición a 417 °C y una pérdida del 10% 

en peso a 403 °C cuando el injerto era del 42 %. El valor de 10% de pérdida en peso 

mostró una tendencia negativa con el aumento del porciento de injerto comparado con el 

de SR que fue de 542 °C; sin embargo, el valor de 10% de pérdida en peso de SR-g-

(NVCL/4VP)  fue superior al de los homopolímeros estudiados, tal y como se observa en 

la Tabla 4.  Aunque es cierto que la resistencia térmica de SR se ve mermada al ser 

injertada, este valor no es tan drástico tomando en cuenta de que este tipo de materiales 

podrían tener aplicaciones biomédicas y que difícilmente se expondrán a temperaturas 

altas.  

El poli (NVCL-co-4VP) presentó una pérdida del 10% en peso a 266 °C (Anexo 5), misma 

que está asociada en cierta parte a la humedad que probablemente absorbió del 

ambiente; su temperatura de descomposición fue observada en 399 °C mostrando un 

residuo del 2.1% a los 750 °C. Respecto  a  (SR-g-4VP)-g-NVCL, el comportamiento 

térmico fue similar al perfil de las muestras de SR-g-(NVCL/4VP).  

Por otra parte, el residuo obtenido después del tratamiento térmico de SR-g-4VP no fue 

diferente al de SR sin modificar (32%), esto quiere decir que la P4VP injertada no afectó 

la estructura medular de las cadenas poliméricas del poli dimetilsiloxano (PDMS) ya que 

el injerto se degradó a compuestos gaseosos propios de la combustión sin afectar el 

porcentaje residual obtenido a 750 °C. Este caso no fue igual para el injerto de SR-g-



58 
 

NVCL en donde el porciento residual se vio reducido considerablemente, obteniéndose un 

21.7 %, esto significa que la NVCL provoca una mayor descomposición térmica de SR al 

ser injertada (Anexo 4). 

 

 

Figura 29. Termograma de SR, poli(NVCL/4VP) y SR-g-(NVCL/4VP) y (SR-g-4VP)-g-NVCL. 

 
El efecto de la P4VP de no inducir drásticamente la degradación térmica de SR se 

observa mejor en los copolímeros de injerto binarios, para la muestra de SR-g-

(NVCL/4VP) con 8 % de injerto se obtuvo un 30.9 % de residuo; en este caso el 

porcentaje bajo un 1% debido a la presencia de la NVCL. Para la muestra con 42%, el 

contenido residual fue aun más bajo (26.1%); y así sucesivamente hasta observar un 

porcentaje residual del 9.2% cuando el injerto fue dos veces el peso de la matriz 

polimérica. Esta tendencia demuestra que a injertos altos la NVCL provoca cada vez más 

la combustión de la cadena principal del hule de silicona. 
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Tabla 5. Resultados obtenidos mediante análisis termogravimétrico. 

Muestra Injerto 
(%) 

10% pérdida 
masa (°C) 

1era Desc.  
(°C) 

2da Desc. 
(°C) 

Residuo a 
750 °C (%) 

PNVL - 358  437  - 1.42 

P4VP - 363  407  - 1.22 

SR - 542  563  640  32.1 

Poli (NVCL-
co-4VP) 

- 266.6 269 391 2.1 

SR-g-NVCL 12 409  437.7   560.3 21.7  

SR-g-4VP 15 406  395  608  32  

SR-g-
(NVCL/4VP) 

8 403 404.3  654.1  30.9  

SR-g-
(NVCL/4VP 

42 403 412 641 26.1 

SR-g-
(NVCL/4VP) 

108 401 418 644 21.6 

SR-g-
(NVCL/4VP) 

200 382.6 412 641 9.2 

(SR-g-4VP)-g-
NVCL 

51 (34-17) 
 

391.6 430.2 596 19.7 

 
 

5.3.5 Resonancia magnética nuclear de 13Carbono 

La resonancia magnética nuclear de 13C y 1H son dos de las técnicas más eficaces que 

existen para llevar a cabo la caracterización de un compuesto, ya que no solo detecta los 

grupos funcionales o estiramientos de algunos enlaces, sino que hace posible la 

observación de todos los átomos de C o H presentes en la muestra. 

La Figura 30 representa el espectro  13C RMN (100 MHz) de SR-g-(NVCL/4VP) en la que 

aparecen las siguientes señales: desplazamiento de 0 ppm corresponde a los metilos del 

PDMS80; aparece una señal débil en 29 ppm que corresponde a los grupos CH2 que 

reaccionaron con los monómeros; en 39 ppm aparece una señal ancha que corresponde 

a grupos metileno alifáticos presentes el anillo de la lactama y las cadenas poliméricas 

formadas por el injerto. La señal que aparece en 80 ppm corresponde a los C unidos 

directamente al átomo de N; el pico que aparece desplazado en 122 ppm le pertenece a 

los C en posición meta al átomo de  N del anillo aromático81. En 149 ppm aparece la señal 

de los C en posición orto al N de la piridina y en 191 ppm se observa la señal del C ipso 

del anillo aromático. La señal más desplazada del espectro corresponde al C del grupo 
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C=O perteneciente a NVCL, con este análisis se reforzó el argumento de que la NVCL si 

estaba presente en el injerto tal y como nos lo indicaba la espectroscopía Raman. 

 

 

Figura 30. Espectro RMN 
13

C-CPMAS de SR-g-(NVCL/4VP) 

 

Respecto al injerto obtenido en dos pasos; (SR-g-4VP)-g-NVCL se observaron las 

siguientes señales: 0 ppm para los grupos CH3 de SR (Anexo 7); en 22 ppm se observa la 

señal del metileno que estableció enlace covalente con el monómero, en 29 aparecen los 

CH2 del anillo de NVCL; en 36 ppm aparece la señal del metileno  al átomo de N de la 

lactama y los metilenos formados de las cadenas injertadas (Figura 31). La señal 

desplazada a 41 ppm pertenece al carbono unido al anillo aromático; en 46 ppm se 

muestra la señal de los grupos CH2 que se encuentran unidos al grupo amida, en 79 ppm 

aparece desplazado el carbono unido directamente al átomo de N de la lactama. Las 

señales de 124, 148 y 172 ppm corresponden a los átomos de C aromáticos en posición 

meta, orto y para respectivamente81. Por último, la señal del grupo carbonilo aparece en 

217.7 ppm. 
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Figura 31. Espectro RMN 
13

C-CPMAS de (SR-g-4VP)-g-NVCL. 

 

La síntesis y caracterización de SR-g-NVCL se llevó a cabo debido a que fue el injerto 

que mostro mejor capacidad de inmovilizar lisozima. La Figura 32 muestra los espectros 

de 13C-RMN de NVCL y SR-g-NVCL. El espectro de 13C-NMR del monómero, exhibe 

señales a 23, 27 y 29 ppm para los átomos de C de grupos metileno (CH2) 

correspondientes al anillo de lactama. Las señales a 37 y 44 ppm corresponden a 

metilenos que son α a grupos carbonilo y nitrógeno, respectivamente. Los carbonos del 

grupo vinilo se observaron a 92 y 132 ppm; el último pico coincide con el metilo que está 

unido al heteroátomo (N-C=). La señal a 174 ppm se debe a la presencia de un grupo 

C=O y finalmente, el triplete apareció a 77 ppm, corresponde al cloroformo deuterado 

usado como disolvente. 

Con respecto a la 13C-RMN de la película injertada (SR-g-NVCL) se observaron algunos 

cambios en los desplazamientos químicos con respecto al espectro NVCL especialmente 

de los carbonos del grupo vinilo desaparecido. Los grupos CH2 del anillo de lactama 

aparecieron casi al mismo desplazamiento, pero las señales se hicieron más amplias en 

el espectro del copolímero de injerto. Estos cambios se observaron debido al análisis 

RMN del copolímero de injerto se llevó a cabo en estado sólido, lo que provoca el 
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ensanchamiento de las señales. La banda de carbonilo de NVCL apareció a 177 ppm en 

el espectro, dicho desplazamiento no varió después de que la NVCL fuese injertada. 

 

 

Figura 32. Espectro RMN 
13

C-CPMAS de SR-g-NVCL 

 
Las señales que pertenecen al grupo vinilo cambiaron su posición, anteriormente los 

carbonos de este grupo aparecieron a 132 y 92 ppm, pero fueron desplazados a 37 ppm 

(-CH2) y 47 ppm (N-CH-) en el espectro de SR-g-NVCL45, 82. Esto se debe a que el doble 

enlace del grupo vinilo ha reaccionado y se ha convertido en una cadena alifática, es 

decir, no hay más electrones  que produzcan el efecto de desprotección; como 

resultado, los carbonos aparecen a valores más altos de campo magnético. La señal en 

42 ppm corresponde al grupo CH2 que está unido al átomo de N La señal a 30 ppm 

corresponde a dos grupos metileno;  y ɣ N. Posteriormente, a 23 ppm se observó la 

banda de CH2 que se encuentra en posición β as grupo carbonilo, misma señal que 

corresponde a los metilos laterales de la SR que establecieron enlace covalente con el 

vinilo del monómero, los cuales han adquirido un ambiente químico diferente a los CH3 

que no reaccionaron, estas últimos (CH3) aparecen en 0 ppm83. 

 

CDCl3 
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5.3.6 Microscopía electrónica de barrido (SEM)  

Los copolímeros de injerto fueron analizados mediante microscopía electrónica de barrido 

con la finalidad de observar la topografía de su superficie.  En la Figura 33A se observa la 

superficie de la película de SR sin injertar. La superficie de SR-g-NVCL (Figura 33B) se ve 

ligeramente diferente al de SR, en esta figura se logra observar que el injerto tiene forma 

de hojuelas. Las micrografías de SR-g-4VP (33C) y SR-g-(NVCL/4VP) son las que más 

muestran un cambio en la superficie, el injerto con 4VP muestra pequeñas hojuelas 

derivadas del injerto, mientras que el injerto binario presenta una mezcla entre grandes y 

pequeñas (Figura 33D).  

 

  

  

Figura 33. Micrografía de A) SR, B) SR-g-NVCL, C) SR-g-4VP y D) SR-g-(NVCL/4VP). 

 

 

A

) 

B
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C
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) 
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5.3.6.1 Análisis transversal y profundidad de injerto 

Como el objetivo de este proyecto es realizar una modificación superficial de las películas 

de SR, se procedió a un estudio transversal del copolímero de injerto binario mediante 

microscopía electrónica de barrido. En la Figura 34A, se observa el perfil transversal de 

SR, la cual como era de esperarse, presenta homogeneidad. La micrografía 34B 

corresponde a la muestra de (SR-g-4VP)-g-NVCL, en este caso observamos una capa 

superficial que tiene apariencia un poco desordenada, debido al acomodo de las cadenas 

poliméricas. Por último, la Figura 34C, misma que pertenece a SR-g-(NVCL/4VP), este 

copolímero de injerto tiene una apariencia un poco diferente, se le nota más el injerto en 

forma de hojuelas, esto tiene coherencia con la observación que se había realizado en la 

Figura 34D.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34. Análisis transversal mediante microscopía SEM de A) SR, B) SR-g-4VP)-g-NVCL y C) 

SR-g-(NVCL/4VP) a 500X. 

A

) 

B

) 

C

) 
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La muestra de (SR-g-4VP)-g-NVCL fue la muestra elegida a analizar. Cabe mencionara 

que para la obtención de esta muestra, se utilizó DMF como disolvente ya que este 

hinchaba pobremente a la matriz polimérica. En la Figura 35 observamos varias 

profundidades las cuales fueron medidas gracias al software del equipo. Los resultados 

fueron de 7.45, 10.29 y 8.156 µm; con esto se puede demostrar que el injerto fue en la 

superficie y no en masa. Este resultado es coherente con la literatura que menciona que 

los disolventes que hinchen pobremente a la matriz polimérica favorecerán el injerto 

superficial. 

 

 

 

Figura 35. Micrografía transversal de (SR-g-4VP)-g-NVCL y análisis de profundidad de injerto a 

5000X. 

 
 
5.3.6.2 Espectroscopía dispersiva de energía de rayos X (SEM-EDS)  

La muestra de SR-g-(NVCL/4VP) fue analizada mediante espectroscopía SEM-EDX 

(Figura 36), en este espectro podemos observar la presencia de varios elementos 

pertenecientes al injerto realizado sobre la superficie de SR; las cuales se distinguen en 

colores. En esta figura se logra observar  que el injerto cubre toda la superficie de la SR y 
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se muestra un poco desordenado y de aspecto rocoso. En la tabla contigua al espectro 

SEM-EDX se observan los porcentajes elementales de los átomos identificados durante el 

estudio de dicha película. 

 

 

Figura 36. Espectro SEM-EDS de SR-g-(NVCL/4VP). 

 
Por otra parte, el injerto obtenido en dos pasos (Figura 37), muestra un injerto más 

homogéneo y estético; la apariencia física es más ordenada y se observa una mayor 

presencia de oxigeno y nitrógeno, mismos que corresponden a la NVCL injertada en el 
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segundo paso. La tabla adjunta al espectro EDX, presenta los porcentajes del análisis 

elemental realizado a la muestra de (SR-g-4VP)-g-NVCL. 

 

 

Figura 37. Espectro SEM-EDX de (SR-g-4VP)-g-NVCL. 

 

El espectro EDX de SR-g-NVCL se muestra en la Figura 38, en esta se observa una 

coloracion muy diferente a las dos muestras anteriores, esto se debe al alto porcentaje 

que representan los atomos de N y O en el analisis elemental de la superficie de dicho 

copolímero de injerto.  
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Figura 38. Espectro SEM-EDS de SR-g-NVCL.  

 
En la Tabla ubicada en la parte inferior de la micrografía se encuentran resumidos los 

porcentajes elementales de los atomos detectados los cuales fueron, silicio, 

correspondiente a la silicona, carbono la cual corresponde a los metilos de SR y el injerto, 

el N corresponde a la 4VP y NVCL, mientras que el atomo de oxígeno pertenece a la 

estrucutra principal del PDMS y a al C=O de la NVCL. 
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5.3.7 Módulo de elasticidad 

Películas de SR, SR en DMF, SR-g-NVCL, SR-g-4VP y SR-g-(NVCL/4VP)  fueron 

sometidos a pruebas de tracción en los que se les determinó el modulo de Young, el 

porciento de deformación y la carga en el punto de rotura.  Las pruebas mecánicas de las 

películas se realizaron con la finalidad de estudiar el efecto que produce el injerto en el 

material en la película de SR, así como también el efecto de la radiación en la elongación 

de la película de SR irradiada. A simple vista se observa un cambio de color y la 

disminución de la transparencia por parte de los copolímeros de injerto comparados con la 

película de silicona; sin embargo, dar una opinión solo por sentir que el material final es 

más rígido o duro, no es algo aceptable. Por lo tanto, se cortaron películas de 5 x 1.2 cm 

mismas que fueron injertadas de acuerdo al apartado 4.2.1. Una vez modificadas, estas 

fueron cortadas adecuadamente hasta obtener las probetas. Las películas tuvieron en 

promedio 1.1 mm de grosor. La determinación del modulo de Young se realizó bajo las 

siguientes condiciones: 23 °C, 52 % de humedad, velocidad de cruceta de 10 mm/ min y 

una distancia entre mordazas de 25.4 mm.  

 

 

Figura 39. Ensayo de tracción de las probetas de los copolímeros de injerto. 

 
La película de SR sin irradiar mostró una elongación aproximado del 481% y un modulo 

de Young promedio de 3.7, la elongación es alta debido a que el hule de silicona es un 

elastómero. Los copolímeros de SR-g-NVCL mostraron un notable incremento en el 
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modulo de Young, es decir, mostraron más resistencia a la elongación, este 

comportamiento era el esperado debido a que los sistemas injertados presentaron menor 

flexibilidad que SR. Se observó un incremento progresivo en el modulo de Young a 

injertos más altos. La flexibilidad de las películas se vio notablemente afectada por el 

injerto; puesto que las muestras mostraron elongaciones de 30% y 32% para copolímeros 

con 11 y 17% de injerto respectivamente (Figura 40). Estas elasticidades estuvieron muy 

por debajo de los copolímeros de injerto obtenidos con 4-vinilpiridina, los cuales 

mostraron elongaciones de 112% y 71% para muestras de SR-g-4VP con 17 y 33% de 

injerto, respectivamente. 

 

 

Figura 40. Estudio de tracción del hule de silicona, hule de silicona irradiada en DMF a 30kGy 

comparada con los copolímeros de injerto de NVCL y 4VP. 

 
Mientras que SR presentó un modulo de Young de 3.7 megapascales (MPa), SR-g-NVCL 

con 17% de injerto mostró un modulo de Young de 151 MPa; 57 MPa para la muestra de 

SR-g-4VP con el mismo porcentaje de injerto. Es importante mencionar que mientras 

mayor es el valor de modulo de Young, más rígido es un material; por lo tanto, estos 

resultados nos indican que la NVCL le confiere una mayor rigidez a la película de SR 

cuando es injertada comparada con la 4VP (Tabla 6).  De hecho, la muestra de SR-g-
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NVCL con apenas 17% de injerto tuvo un menor porcentaje de elongación (32%) que 

copolímero binario de SR-g-(NVCL/4VP) con 32% de injerto, esta última tuvo una 

deformación del 54%; curiosamente, el copolímero binario tuvo el modulo de Young más 

alto (271 MPa). 

 
Tabla 6. Valores obtenidos en la determinación del modulo de Young de películas de SR y SR-g-
NVCL. 
 

Muestra Injerto 
(%) 

 Modulo Young 
(MPa) 

Fuerza tensil 
(MPa) 

Elongación a 
rotura (%) 

SR  -- 3.7  2.6 9.8  0.8 481.6  32 

SR en DMF (30 
kGy) 

-- 4.5  0.4 7.4  0.6 305  27 

SR-g-NVCL 11 116.3 1.6 4.1 0.4 30.2  7.5 

SR-g-NVCL  17 151.7  9.8 5.1 .0.1 32.4  4.3 

SR-g-4VP 6.5 10.2  0.6 6.3  0.8 232.2  40 

SR-g-4VP 17 57.3  21 7.1  1.5 112.3  9.2 

SR-g-4VP 33 244.4  12 10.1  0.4 71.9  14.3 

SR-g-(NVCL/4VP) 32 271  15 9.6  1 54.8  19.5 

 

El aumento del modulo de Young y pérdida de la elasticidad de los copolímeros de injerto 

se debe a que las zonas amorfas de la SR han sido ocupadas por el injerto, por lo que las 

cadenas poliméricas perdieron grados de libertad. Sin embargo, no toda la pérdida de la 

elasticidad se debe al injerto, puesto que un alto porcentaje de pérdida de elasticidad se 

debe al entrecruzamiento inducido por la radiación gamma sobre las cadenas de la 

película de SR, tal y como se observa en la Figura 40, en donde vemos el perfil de 

deformación de la película de SR  irradiada a 30 kGy en DMF (SR en DMF), misma que 

presenta el 305% de elongación;  esto es 176% menos elasticidad comparada con la 

película de SR sin irradiar, una pérdida notable de elasticidad causada solamente por la 

radiación. 

 
5.4 Propiedades físico-químicas 

5.4.1 Grado de mojabilidad (ángulo de contacto)                                                               

Las muestras injertadas mostraron un menor ángulo de contacto respecto a SR, esto es 

debido a la presencia de los grupos hidrofílicos capaces de establecer puentes de 

hidrógeno. En la Tabla 7 se observan los valores de los ángulos obtenidos. 
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La mojabilidad representa la interacción que existe en un sistema compuesto por un 

sólido y un líquido; esta depende de las fuerzas intermoleculares de los materiales en 

estudio. La fuerza de adhesión entre el líquido y el sólido provoca que el segundo se 

extienda sobre la superficie del primero; mientras que fuerza de cohesión del líquido hace 

que éste se abulte y tienda a evitarlo. 

El método utilizado para determinar la mojabilidad de las películas injertadas fue el de la 

gota sésil o gota pendiente y sirve para determinar la tensión superficial que ejerce la 

superficie polimérica sobre el agua. 

 
Tabla 7. Resultados de los ángulos de contacto obtenidos de los copolímeros de injerto en uno y 

dos pasos. 

Muestra  Injerto (%)  Ángulo de contacto 
(°)  

Desvest 

Silicona  0  105.3   1.1 

 
SR-g-(NVCL/4VP) 

 

20  102.2   2.5 

45  101.7   1.7 

90  97.3   1.6  

200  71   2.3 

 
 
 
SR-g-NVCL 

7 83  1.8 

11 81  2.1 

16 72  2.3 

23 75  4.5 

33 92  1.3 

50 94  1.1 

 
(SR-g-4VP)-g-NVCL 

5-11 94  3.5 

34-20 92.7  2.1 

17-7 99.8  0.37 

 
SR-g-4VP 

13.5 93.6  2.3 

20 95.1  1.8 

33 95.4  1.7 

44 93.4  2.1 

 

En la Tabla 7 se puede observar que para el caso de los injertos binarios obtenidos en un 

paso, SR-g-(NVCL/4VP), fue difícil encontrar ángulos de contacto bajos, un injerto del 

20% nos brindó un valor cercano al 102°, sólo 3 grados debajo de la película sin 

modificar. Mientras que un injerto del 90% dio un ángulo de 97.3°  grados, con el de 200% 

se obtuvo un ángulo de 71 grados. Lo cierto es que el injerto es muy elevado para obtener 

ese ángulo de contacto; sin embargo es importante mencionar que el ángulo no nos indica 
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la hidrofilicidad del material, sino solo la conducta de la superficie al contacto espontaneo 

con el agua. 

 

 

  

  

Figura 41. Ángulo de contacto de: A) SR-g-4VP, B) SR-g-NVCL, C) SR-g-(NVCL/4VP) y D) (SR-g-

4VP)-g-NVCL. 

 
Respecto a SR-g-NVCL, los resultados fueron mejores comparados con los mencionados 

en el párrafo anterior, en este caso, se obtuvo un descenso muy marcado del ángulo de 

contacto (83 °) para la muestra con 7% de injerto de NVCL comparada con la de SR. La 

muestra con 11% de injerto mostro un ángulo aun menor (81°), el descenso del ángulo 

siguió decreciendo con el aumento del porcentaje de injerto; esto se debe a un aumento 

en el número de grupos carbonilo presentes en las cadenas injertadas capaces de 

establecer puentes de hidrógeno con el agua. Sin embargo, la muestra de SR-g-NVCL 

con 33% de injerto mostró una conducta contraria a la tendencia seguida por las muestras 

A

) 

B

) 

C

) 

D

) 
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con menor porcentaje de injerto; ya que presentó un ángulo de 92° aproximadamente, el 

ángulo incrementó ligeramente más para el injerto de 50%; este comportamiento puede 

tener explicación por la longitud de las cadenas poliméricas que al ser más largas son 

capaces de establecer un mayor número de interacciones hidrofóbicas entre cadenas, 

estas interacciones le confieren un reagrupamiento y provoca que los grupos hidrofílicos 

no se encuentren tan expuestos. La Figura 41 muestra algunos ángulos de contacto 

obtenidos de las muestras injertadas. 

Para el caso de las películas de (SR-g-4VP)-g-NVCL, el menor ángulo de contacto fue 

observado para la muestra con mayor contenido de injerto; para el caso en que el injerto 

de 4VP fue de 5% y 11% de NVCL, se obtuvo un ángulo de contacto de 95°, mientras que 

cuando había mayor porcentaje de injerto de 17%  4VP y 7% de NVCL el ángulo fue 

mayor (95°). Esto se debe a que la 4VP tiene menor capacidad de establecer puentes de 

hidrógeno con el agua. Este argumento se ve reforzado con los resultados obtenidos para 

SR-g-4VP (Tabla 7); en este caso, los ángulos de contacto se vieron ligeramente 

dependientes del porcentaje de injerto. Mientras que una muestra con  13.5% de injerto 

presentó un ángulo de 94.6°, un copolímero con 33% de injerto tuvo un ángulo de 95.4°. 

 
5.4.2 Hinchamiento límite de SR-g-(NVCL/4VP) 

Uno de los aspectos importantes que debe cumplir un biomaterial, es el de ser hidrofílico 

ya que esta propiedad le confiere mayor biocompatibilidad con el tejido vivo. Por lo tanto 

los copolímeros de injerto se sumergieron en agua con la finalidad de determinar la 

cantidad de agua que pueden absorber respecto al tiempo.   
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Figura 42. Determinación del hinchamiento límite  de SR-g-(NVCL/4VP) en agua. 

 

En la Figura 42 observamos una dependencia entre el grado de hinchamiento y el 

porciento de injerto, es decir, a mayor porcentaje de injerto más hincha el material, esto se 

debe al aumento en el número de grupos hidrofílicos presentes en la superficie, los cuales 

tienen la capacidad de establecer puentes de hidrógeno. Mientras que la película de SR 

no presenta la capacidad de absorber agua, una muestra de SR-g-(NVCL/4VP) de 

presenta casi el 4% de hinchamiento. Un injerto del 42% le confiere un grado de 

hinchamiento aproximado del 10%. 

El grado de hinchamiento para SR-g-NVCL fue mayor a los obtenidos para SR-g-

(NVCL/4VP) con los mismos porcentajes de injerto (anexo 12), esto nos indica que las 

cadenas de PNVCL tienen una mejor eficiencia para interactuar con las moléculas de 

agua que la P4VP. Mientras que una película de SR-g-NVCL con 34% de injerto muestra 

un grado de hinchamiento de 21%, una película de SR-g-4VP con un injerto del 52% 

mostró apenas un grado de hinchamiento no superior al 10%.  Esto significa que las 

películas de SR-g-(NVCL/4VP) y (SR-g-4VP)-g-NVCL deben su baja hidrofilia por la 

presencia de P4VP injertada tal y como los corroboramos en la Figura 43. El tiempo de 
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hinchamiento máximo para todos los copolímeros de injerto obtenidos ya sea en uno o 

dos pasos, se alcanzó alrededor de 24 horas; es decir, el material alcanza su máxima 

capacidad de absorción de agua en ese tiempo. Se observó también que el grado de 

injerto no influye en el tiempo de hinchamiento límite, solo en el grado de hinchamiento.  

 

 

Figura 43. Cinética de hinchamiento de SR-g-NVCL, SR-g-4Vp y los copolímeros de injerto 

obtenidos en dos pasos, (SR-g-4VP)-g-NVCL. 

 

Se observó una dependencia entre el grado de hinchamiento y el contenido de injerto, es 

decir, que las películas con un mayor grado de injerto presentaron mayor capacidad de 

adsorción. Este comportamiento se puede explicar por la presencia de grupos capaces de 

establecer puentes de hidrógeno con el agua tales como el N presente en el anillo de la 

piridina y el grupo carbonilo del anillo de la lactama. Algunos autores han descrito que 

tiempos de hinchamiento límite elevados son un factor determinante para una liberación 

prolongada de un fármaco hospedado en una matriz polimérica. El tiempo de 

hinchamiento obtenido en este estudio sirve para determinar los tiempos de inmersión 

para la determinación de pH crítico y temperatura de respuesta (LCST o UCST) 84. 
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5.4.3 pH crítico 

El pH crítico de los copolímeros de injerto al igual que la respuesta a la temperatura 

crítica, mostró dependencia con el porciento de injerto en las películas. El pH crítico para 

SR-g-P4VP (Anexo 11) es de aproximadamente 4.755, 85,  pero es sabido que cuando un 

monómero pH-sensible es polimerizado en compañía de un comonómero, la respuesta al 

pH se ve afectada, ese fue el caso con los copolímero aleatorios obtenidos mediante este 

método. En la Figura 44 se observa que el sistema SR-g-(NVCL/4VP) con 42 % de injerto 

perdió su cualidad de respuesta al pH; la película con 108% de injerto muestra una ligera 

variación en el grado de hinchamiento, variación ligeramente notable. Los copolímeros de 

injerto con un alto porcentaje de injerto mostraron pH de respuesta; sin embargo esta se 

vio desplazada hasta valores ligeramente alcalinos. Mientras que la película presentó un 

pH crítico de 7.6, el de 300% de injerto lo mostró a 7.8, aunque es cierto que el pH estuvo 

muy lejos del esperado, eso no resulta del todo negativo debido a que ese pH es muy 

cercano al fisiológico (pH de la sangre).  

 

Figura 44. pH crítico de SR-g-(NVCL/4VP) a temperatura ambiente en diferentes soluciones 

amortiguadoras de pH. 
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El corrimiento del valor de pH crítico (7.6) que mostraron los copolímeros de injerto SR-g-

NVCL/4VP, se debe a la presencia del anillo alifático de la NVCL. Al parecer, la presencia 

de la parte hidrofóbica de la NVCL (cabe recordar que es anfifílica, es decir tiene una 

parte hidrofóbica y una hidrofílica) afecta la sensibilidad de la P4VP al pH. Rogel-

Hernández y colaboradores demostraron que el corrimiento del pH crítico a valores altos 

se debe a la presencia y longitud de alguna cadena o fragmento alifático unida a un 

fragmento sensible al pH51.  

 
5.5 Temperatura crítica de respuesta (UCST y LCST) 

La respuesta a la temperatura por parte de los copolímero de injerto es un aspecto 

importante ya que de ello dependerá la velocidad de desorción del fármaco y/o enzima.  

 

 

Figura 45. Cambios de hinchamiento de los copolímeros SR-g-(NVCL/4VP) a diferentes 

temperaturas; A) 240% injerto, B) 90% injerto. 

 

La PNVCL injertada en el hule de silicona presenta una temperatura crítica entre 32 y 34 

°C (Anexo 13); sin embargo, ésta no fue la temperatura crítica de los copolímeros de 

injerto obtenidos en un paso, SR-g-(NVCL/4VP). En la Figura 45 observamos que la 
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respuesta a la temperatura es afectada por el porcentaje de injerto; un copolímero con un 

porcentaje de injerto aproximado de 240 presentó una respuesta cercana a los 27 °C, por 

otro lado un copolímero con 90 % de injerto tuvo una temperatura crítica de 24 ° C 

(UCST). 

La respuesta que presentaron los copolímero aleatorios fue sorpresivamente de tipo 

UCST, algo realmente inesperado debido a que la NVCL presenta LCST; esto es debido 

probablemente a la presencia de la 4-vinilpiridina ya que esta tiene un carácter más 

hidrofóbico comparado con la NVCL por lo que influye directamente en el comportamiento 

termodinámico de las películas modificadas en medios acuosos. Generalmente la LCST 

se puede desplazar hacia valores más bajos si se adicionan especies hidrofóbicas y se 

desplaza a temperaturas un poco más altas cuando se le combina con polímeros 

hidrofílicos, en este caso todo parece indicar que hay un mayor porcentaje de 4VP 

injertado que de NVCL por lo tanto invierte la respuesta de LCST por UCST. Este 

argumento será demostrado con el estudio del efecto de la 4VP sobre SR-g-NVCL. 

 
5.5.1 Estudio del efecto de la NVCL sobre el pH crítico de la 4VP 

Cuando se injerta un monómero termo-sensible acompañado de un comonómero pH-

sensible se corre de riesgo de que el material no presente la temperatura ni el pH crítico 

de respuesta que estos solían tener en sus respectivos homopolímeros, tal y como 

sucedió con los copolímeros de SR-g-(NVCL/4VP). 

En la Figura 46 observamos que la NVCL afecta drásticamente al pH de respuesta de la 

P4VP, de hecho le confiere cierto carácter zwitteriónico. El comportamiento de (SR-g-

4VP)-g-NVCL está muy lejos del comportamiento habitual de la P4VP, ya que presenta 

dos pH críticos. Una a pH cercano a 4.7, un comportamiento de hinchamiento debido a la 

protonación del átomo de N de la piridina y un pH crítico de 7.5 aproximadamente, un 

comportamiento de colapso. El colapso de debe a que a pH básico ocurre la 

desprotonación del átomo de N.   
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Figura 46. Efecto de la NVCL injertada sobre el pH crítico de SR-g-4VP. 

 
5.5.2 Estudio del efecto de la 4VP sobre la LCST de NVCL  

Durante el estudio de la temperatura crítica se observó que esta puede dar valores 

diversos dependiendo de la cantidad injertada del segundo comonómero, es por ello que 

se tomó la decisión de observar el efecto de la 4VP sobre la LCST y resolver de una vez 

la incógnita de la aparición de UCST en lugar de una LCST en las películas de SR-g-

(NVCL/4VP). Como lo mencionamos anteriormente, la PNVCL tiene una LCST entre 32 y 

34 °C. Esto quiere decir que parte de un estado hidrofílico a un estado hidrofóbico, 

comportamiento que observamos en las muestras de SR-g-NVCL (Anexo 13).  

En la Figura 47 observamos que la muestra de SR-g-NVCL (11% injerto)  presenta un 

comportamiento esperado (LCST); no obstante, al injertarle 15% de 4VP, la transición a 

32.5 °C se atenúa ligeramente. Se injertó 18% de 4VP y el grado de hinchamiento bajo 

ligeramente comparado con el 15% 4VP. 
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Figura 47. Estudio del efecto de la 4VP sobre la temperatura crítica de respuesta de SR-g-NVCL. 

 
Para cuando la película de SR-g-NVCL tenía injertada 28% de 4VP [(SR-g-NVCL)-g-4VP], 

el comportamiento del material había cambiado, se observó la aparición de la UCST, es 

decir, la sensibilidad de la PNVCL se había invertido. El sistema experimenta entonces 

una transición de hidrofóbico a hidrofílico con una temperatura crítica cercana a los 18 °C. 

 
5.6 Carga de diclofenaco sódico 

La forma en que se lleva a cabo la carga de diclofenaco sódico en los copolímeros de SR-

g-(NVCL/4VP), SR-g-NVCL y SR-g-4VP; fue a través de interacciones intermoleculares 

débiles como son: de tipo van der Waals, puentes de hidrógeno e interacciones iónicas. 

En la Figura 48 podemos observar que la eficiencia de carga es mejor cuando la 

concentración de la disolución del fármaco se utiliza una concentración de 80 mg/L en 

lugar de uno de 40 mg/mL, esto se sebe a que se establecen un mayor número de 

interacciones entre las cadenas poliméricas y el fármaco lo cual mejora la eficiencia de 

carga. 
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Figura 48. Estudio del efecto de la concentración de diclofenaco sódico  sobre la eficiencia de 

carga. 

 
En la Figura 48 podemos observar que las muestras de SR-g-(NVCL/4VP) con altos 

porcentajes de injerto cargaron menos diclofenaco; la película con 60% de injerto (1.32 

mg/g) tuvo menor capacidad de carga comparado con un copolímero de 25 % de injerto 

1.79 mg/g), esto se debe posiblemente a que el diclofenaco sódico experimentó cierto 

impedimento estérico con porcentajes de injerto altos, sabiendo que las cadenas 

poliméricas se encuentran de forma desordenada y que son capaces de asociarse entre 

ellas.  

Es gracias a este ensayo que se pudo observar que existe una mejor afinidad por parte 

del fármaco hacia la PNVCL comparado con la P4VP ya que la película de SR-g-NVCL 

cargó el doble de la cantidad de diclofenaco que pudo adsorber la película de SR-g-4VP; 

este comportamiento puede ser atribuido a que las películas modificadas con NVCL 

presentan un mayor grado de hinchamiento y que los átomos de nitrógeno y oxígeno son 

capaces de establecer interacciones más eficientes que el átomo de N de la 4-vinilpiridina.  
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Figura 49. Cantidades de diclofenaco  cargado en los copolímeros de injerto. Bin= binario y se 

refiere a SR-g-(NVCL/4VP), 4VP y NVCL son muestras de SR-g-4VP y SR-g-NVCL 

respectivamente. Los porcentajes entre paréntesis son los grados de injerto de dichas muestras. 2 

pasos= SR-g-4VP 34%)-g-NVCL 17%. 

 

El fenómeno de la disminución de la carga de diclofenaco cuando el porcentaje de injerto 

en los sistemas incrementa SR-g-(NVCL/4VP)  nos da una idea que la carga del fármaco 

en las películas no ocurre simplemente por difusión del fármaco entre las cadenas 

poliméricas, si no que existe otro factor importante, que es el de interacciones 

electrostáticas. Esta conclusión está fundamentada en que  los sistemas de  SR-g-

(NVCL/4VP) presentan mayor grado de hinchamiento a mayores porcentajes de injerto; 

sin embargo, esto no mejora la carga sino todo lo contrario, dicho fenómeno se le atribuye 

a un posible impedimento estérico.  

El copolímero de injerto que tuvo mejor eficiencia de carga de diclofenaco sódico fue la 

película de SR-g-NVCL, misma que hospedó 2.5 mg/gramo de película aproximadamente. 

La película de (SR-g-4VP 34%)-g-NVCL17% representado como “2 pasos” en la Figura 49 

fue el copolímero de injerto que mostro la peor eficiencia de adsorción de diclofenaco 

sódico, un comportamiento contrario a lo esperado debido a que la película de SR-g-

NVCL había mostrado buena interacción con dicho fármaco.  



84 
 

 

Esquema 3. Interacciones débiles intermoleculares entre diclofenaco sódico y las cadenas 

injertadas. 

 
 
5.6.1 Desorción de diclofenaco   

El perfil de liberación de diclofenaco sódico se puede observar en la Figura 50; el 

copolímero de injerto que liberó una mayor cantidad del fármaco fue SR-g-NVCL (1.2 mg), 

debido a que este había cargado una mayor cantidad; este fue seguido de SR-g-

(NVCL/4VP) con 25% de injerto (0.71 mg).  No obstante, las muestras no liberaron el 

100% del fármaco hospedado, liberaron alrededor del 50% comparado con lo que había 

hospedado. Este comportamiento fue similar para la película de SR-g-4VP y SR-g-

(NVCL/4VP) con 60% injerto.  

La desorción del antiinflamatorio a partir de los copolímeros fue lenta y prolongada, eso se 

debe a que el tiempo de hinchamiento límite de las películas injertadas fue 

aproximadamente 24 h. Sin embargo, la liberación del diclofenaco fue durante más de 48 

horas y además no se liberó el fármaco en su totalidad, si no que quedó atrapado en el 

sistema matricial, esto nos da una idea de que aunque las interacciones fármaco-polímero 

son débiles (Esquema 3), son efectivas. 
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Figura 50. Perfil de liberación de diclofenaco sódico de los copolímeros de injerto. 

 
5.6.2 Ensayo de actividad antimicrobiana  

Los estudios de actividad antimicrobiana in vitro, se realizaron basándonos en los 

experimentos realizados por Mazumdar  y colaboradores34, quienes publicaron trabajos 

relacionados con la acción biocida de diclofenaco. La Figura 51 muestra las cajas petri de 

los ensayos realizados in vitro contra E. coli y S. aureus; sin embargo los resultados no 

fueron satisfactorios. Hay dos explicaciones para la ausencia de los halos de inhibición: la 

primera es que el diclofenaco sódico no presenta tanta efectividad contra los 

microorganismos como cualquier otro antibiótico; y la segunda es que el diclofenaco se 

encontraba hospedado entre las cadenas poliméricas y no hubo un factor que detonara su 

liberación. Es importante mencionar que el diclofenaco sódico hospedado en las películas 

de SR-g-NVCL fue liberado alrededor del 50 % después de 48 horas. 
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Figura 51. Ensayo de actividad antimicrobiana del diclofenaco hospedado en SR-g-(NVCL/4VP) y 

SR-g-NVCL. 

 

5.6.3 Ensayo de actividad bacteriostática 

Respecto a la actividad bacteriostática de diclofenaco también ya mencionada y publicada 

por otros autore32, 34, se realizó el ensayo contra E. coli y los resultados se encuentran en 

la Tabla 8. Los copolímeros de injerto mostraron una ligera actividad bacteriostática y el 

número de UFC disminuyó en un orden de magnitud para las muestras de SR-g-

(NVCL/4VP) con diclofenaco comparado contra los que no tenían el antiinflamatorio 

hospedado. 

 
Tabla 8. Resultados del ensayo de actividad bacteriostática contra E. coli 

Muestra Injerto (%) UFC sin 
diclofenaco 

UFC con 
diclofenaco 

SR -- 5.9 x 109 4.0 x 109 

SR-g-(NVCL/4VP) 24 2.7 x 109 7.7 x 108 

SR-g-(NVCL/4VP) 60 7.8 x 109 6.7 x 108 
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5.7 Inmovilización de lisozima 

Después de varios estudios comparativos, los copolímeros que mostraron mejor 

capacidad para inmovilizar a la lisozima mediante adsorción física fueron las películas de 

SR-g-NVCL. Las muestras que mostraron mejor capacidad de inmovilización fueron las 

que contenían 10% de injerto de NVCL, siendo capaces de inmovilizar alrededor de .67 

mg por gramo de polímero. Un injerto del 20% inmoviliza alrededor de 0.5 mg/g, mientras 

que el que tuvo la peor efectividad para inmovilizar a la enzima fue la muestra que 

contenía 50% de injerto (Tabla 9). Este comportamiento observado es similar al que 

experimentaron las muestras respecto al diclofenaco sódico, en el que se observa un 

decrecimiento en la eficiencia de carga al incrementar el porciento de injerto de los 

copolímeros.  

Otra observación interesante está en que mientras que una muestra de SR-g-NVCL había 

mostrado la capacidad de hospedar alrededor de 2.5 mg/g de diclofenaco, para el caso de 

la enzima el valor de inmovilización fue menor a 0.7 mg/g de polímero; esto se debe a que 

la molécula de la enzima es por mucho una molécula más grande que el diclofenaco, 

motivo por el cual experimenta aun más el efecto del impedimento estérico, efecto que le  

evita difundir entra las cadenas poliméricas del injerto. 

 
5.7.1 Desorción de lisozima 

Los tiempos de desorción de la lisozima a partir de las muestras de SR-g-NVCL fueron 

menores comparados con los de la desorción de diclofenaco (Figura 52). Los copolímeros 

dejaron de liberar enzima después de dos horas de liberación en agitación constante. Sin 

embargo, no toda la enzima fue desorbida, sólo fue liberada el 30% aproximadamente; 

esto se debe a que probablemente la lisozima que difundió entre las cadenas poliméricas, 

estableció un número considerable de interacciones electrostáticas que le impidieron 

liberarse al medio. 
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Figura 52. Perfil de liberación de lisozima de inmovilizada en SR-g-NVCL a 37 °C y solución 

amortiguadora de pH 7.4.  

 
5.7.2 Estudio de la actividad catalítica de la enzima inmovilizada 

En la Figura 53 observamos la disminución de la absorbancia de la disolución de M. 

lysodeikticus en contacto de los sistemas de SR-g-NVCL-Lis. Se observa una gran 

diferencia de disminución entre el blanco y los copolímeros de injerto de NVCL. Partiendo 

de una absorbancia cercana a 0.56, en cuestión de 20 minutos esta decrece 

aproximadamente a la mitad; la concentración de la bacteria siguió disminuyendo hasta 

alcanzar una  absorbancia constante. 

En la Tabla 9 se resumen las cantidades de enzima inmovilizada en los sistemas de SR-

g-NVCL con diferente porcentaje de injerto y su respectiva actividad catalítica contra M. 

lysodeikticus. 
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Figura 53. Cinética de actividad catalítica de la lisozima inmovilizada contra M. lysodeikticus. 

 
 
Tabla 9.  Actividad enzimática de SR-g-NVCL-Lis contra M. lysodeikticus a 25 °C en SBF pH 6.4. 

SR-g-NVCL-Lis  
(injerto) 

Enzima (mg/g 
polímero) 

Actividad 

U/cm2 
Actividad U/g 

polímero 

10%  0.67  0.13 11.5 1.8 89.5 9.7 

20%  0.50 0.01 11.01.4 86.1 7.6 

30% 0.48  0.06 10.51.0 85.2 5.8 

50%  0.46 0.07 10.11.1 81.4 6.3 

 

 
5.7.3 Ensayo de actividad antimicrobiana de la lisozima inmovilizada  

La muestra que presentó mejor actividad catalítica contra M. lysodeikticus fue la película 

SR-g-NVCL con 10% de injerto seguido de la muestra con 20% de injerto; la muestra que 

presentó la menor actividad catalítica fue la película injertada al 50% debido a que esta 

última tuvo menor eficiencia de inmovilización. 
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Figura 54. Ruptura del enlace glucosídico  1-4 por la lisozima. 

 
La razón del por qué no se obtuvieron halos de inhibición para las películas con lisozima 

cuando fueron expuestas a cultivos bacterianos en cajas petri con cepas de E. Coli, S. 

aureus y S. epidermidis, se debe a que el proceso de protonación del enlace glucosídico 

no fue posible debido a la falta de un medio acuoso. Es importante saber que la actividad 

hidrolítica de la enzima ocurre mediante la hidrólisis del enlace C-O por catálisis ácida 

llevada a cabo por el protón derivado de la ionización del ácido glutámico del residuo de la 

lisozima, dicho H+  reacciona con el átomo de oxígeno rompiendo el enlace del hemiacetal 

(C-O) formando un carbocatión el cual reacciona con un hidroxilo procedente del medio 

acuoso obteniendo los fragmentos glucosídicos correspondientes (Figura 54). Por último, 

la base conjugada del ácido glutámico obtiene un H+  de una molécula de agua 

propagando la hidrólisis con el grupo –OH, el cual es un nucleófilo muy fuerte. Debido a 

que este proceso se dificulta en un medio sólido, los halos de inhibición no fueron 

observados, además cabe mencionar que en este medio de agar solidificado, la película 

no es posible llevar a cabo la desorción de la enzima, por lo que eso podría explicar la 

ausencia de la actividad antimicrobiana. 
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Esquema 4. Mecanismo de acción de la lisozima contra la pared bacteriana de M. lysodeikticus. 

 

 

Figura 55. Ensayo de actividad antimicrobiana de SR-g-NVCL-Lis contra S. aureus, S. epidermidis, 

E. coli, (8 x 10
8
 CFU/mL). 

5.8 Desorción y cuantificación de fosfomicina 
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Los materiales que mostraron mejor eficiencia en la carga de fosfomicina fueron los 

injertos de SR-g-NVCL comparado con los copolímeros de injerto de SR-g-(NVCL/4VP). 

Los resultados de la cantidad se encuentran resumidos en la Tabla 10. No obstante 

cuantificar exactamente la cantidad de FOS hospedada en los copolímeros de injerto fue 

algo difícil. Es importante mencionar que las cantidades de FOS contenidas en la Tabla 9 

fueron las detectadas en el medio, es decir, corresponden a la cantidad de fosfomicina 

liberada y no la cantidad hospedada en los copolímeros de injerto. 

 
Tabla 10. Cantidades de FOS liberada a partir de los copolímeros de injerto. 

Muestra Injerto (%) FOS  (µg/g) 

SR-g-NVCL 17 69.5  

SR-g-NVCL 36 41.7  

SR-g-4VP 15 37.9  

SR-g-4VP 32 47.4  

SR-g-4VP 60 47.9  

SR-g-(NVCL/4VP) 60 63.4  

SR-g-(NVCL/4VP) 100 58.7  

(SR-g-4VP)-g-NVCL 14-17 45.8  

 
 
Aunque las cantidades de la fosfomicina liberada de los copolímeros de injerto fueron 

relativamente bajas (entre 40y 60 µg/g), estas no resultan tan despreciables como parece; 

esto debido a que la concentración hemática alcanzada es  de 4 µg/mL al administrar 500 

mg de fosfomicina por vía oral. Mientras que por la vía intramuscular, una hora después 

de la aplicación de 250 y 500 mg, 1 y 2 gramos, se obtienen concentraciones plasmáticas 

de 8.7, 17.1, 28.4, y 45.5 µg/ml respectivamente86, 87. Se sabe que la concentración 

plasmática de un fármaco se relaciona directamente con el efecto farmacológico. En base 

a lo anterior, las cantidades de fosfomicina hospedada los copolímeros de injerto dejan de 

ser menospreciables. 

El perfil de liberación de la FOS nos indica la inestabilidad del fármaco fuera de las 

temperaturas de almacenamiento (- 4°C); sin embargo, se obtienen tiempos de liberación 

por encima de las 12 horas, lo cual es muy interesante teniendo en cuenta que la vida 
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media plasmática de FOS es aproximadamente de 2 horas y que esta tiende a disminuir 

con el tiempo. Por lo tanto, las cadenas de injerto llevan a cabo el papel de sistema 

matricial que le brinda protección al antibiótico. Además el copolímero de injerto  

efectuaría un papel fundamental al liberar el antibiótico de forma paulatina en el sitio de 

implante. Observamos que después de que el antibiótico es liberado al medio (alrededor 

de 12 h) el antibiótico ya no es tan estable, a esto se le debe el descenso en la 

concentración detectada en el equipo tal y como se nota en la Figura 56. 

 

 

Figura 56. Perfil de desorción de la fosfomicina cuantificada por HPLC-MS. 

 
 
5.9 Estudio de citocompatibilidad (ensayo MTT) 

La biocompatibilidad de un material polimerico con potenciales aplicaciones biomedicas, 

representa uno de los mayores retos pues de ello depende si este sera seguro para el 

organismop vivo. La no compatibilidad de un polímero con el organismo vivo puede 

repercutir en una serie de complicaciones que van desde la formacion de trombos 

(adsorcion de propteinas), formacion de biopelículas e infecciones microbianas, hasta la 

remocion del implante o en casos extremos, la muerte del paciente. Debido a todo esto, 

este aspecto resulta primordial y abarca muchos aspectos del material, desde la 
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hidrofilicidad, ausencia de agentes tóxicos (remanentes), degradacion (subproductos), etc. 

Factores que podrian activar el sistema inmune lo que repercutiría en complicaciones 

serias para el paciente.  

 

 

 Figura 57. Viabilidad celular de los copolímeros de injerto contra celulas embrionarias de ratón 

(BALB 3T3). 

 
 

Las películas de SR-g-NVCL, SR-g-4VP, SR-g-(NVCL/4VP) y SR-g-4VP)-g-NVCL, fueron 

examinadas para determinar su posible toxicidad, para lo cual se utilizaron células BALB 

3T3, dichas celulas, son de clase embrionaria y son una de las más sensibles a agentes 

toxicos que existen en el mercado. Estas celulas fueron cultivadas en pocillos en 

condiciones controladas para su posterior utilizacion. 

Los resultados obtenidos en este ensayo mostraron que las películas modificadas con 

4VP, NVCL, así como el sistema binario presentan baja citotoxicidad, es decir, son 

escasamente tóxicos para las células, de hecho mostraron una viabilidad celular similar al 

de SR. Mientras que SR mostró una supervivencia celular por encima del 90% durante las 

primeras 24 horas de exposición, la viabilidad celular de todos los copolímeros de injerto 

fue aproximadamente del 85%. Sin embargo, después de 48 horas de exposición, la 

viabilidad celular de SR disminuyó considerablemente (70% viabilidad), mientras que la 

mayoría de las películas modificadas mostró una supervivencia celular del ligeramente 
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superior al de la SR tras el segundo día de exposición. Para este estudio se utilizó un 

control positivo, el cual fue un pocillo sin película, dicho pocillo se utilizó como referente y 

representó el 100% de la viabilidad celular.  

 

 

Figura 58. Reacción de reducción del bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolio 

(MTT) a 1-(4,5-dimetil-2-il)-3,5-difenil formazan (azul formazan o azul de tiazolilo). 

 

Es importante destacar que las películas injertadas al ser hidrofílicas, se hundían en el 

medio lo cual provocó que las células del fondo sufrieran de hipoxia (muerte celular por 

falta de oxígeno), dicho proceso influyó directamente en los porcentajes de viabilidad 

celular, resultando un poco bajos después de las 48 horas de exposición. Es decir, las 

viabilidades celulares in vitro pudieron ser mejores si las muestras no se hubieran 

hundido. 

En este tipo de ensayo, el reactivo de MTT es reducido por la enzima nicotinamida 

adenina dinucleótido deshidrogenasa (NADH) proveniente de la mitocondria de las células 

BALB 3T3, formando de esta manera cristales de formazan, las cuales son de color 

púrpura. La cuantificación de la viabilidad celular se lleva a cabo por colorimetría 545 nm, 

en el cual las coloraciones purpuras más intensas indican una mejor viabilidad celular, es 

decir, hay una mayor cantidad de células vivas  
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Capítulo 6 

 

Conclusiones 
 

Los copolímeros de injerto obtenidos mediante radiación gamma en uno y dos pasos son 

los siguientes: 

 SR-g-(NVCL/4VP) 

 (SR-g-4VP)-g-NVCL 

 SR-g-4VP 

 SR-g-NVCL 

 

 
 

El copolímero de injerto de SR-g-4VP, mostró un pH crítico cercano a 4.7, tal y como 

había sido publicado anteriormente para el homopolímero de la 4-vinilpiridina.El sistema 

de SR-g-NVCL  presentó una LCST de 32.5 °C, la cual es consistente con la reportada en 

la literatura. Sin embargo, para el sistema SR-g-(NVCL/4VP) la temperatura crítica fue de 

27.5 °C aproximadamente. El sistema de SR-g-NVCL, presentó mejor hidrofilicidad que el 

sistema SR-g-(NVCL/4VP) y que SR-g-4VP. Al ser este más hidrofílico, mostro mejor 

capacidad de cargar diclofenaco, fosfomicina sódica así como para inmovilizar lisozima.  

El copolímero de injerto binario obtenido en un paso SR-g-(NVCL/4VP) presentó un pH 

crítico de 7.6, el cual está cercano al pH fisiológico del cuerpo humano (7.4), un valor 

ligeramente desplazado comparado con el de la P4VP (4.7); este corrimiento de pH se 

debe a la presencia de la NVCL aleatoriamente injertada. 

Se estudio el efecto de la 4VP sobre la temperatura crítica de la NVCL injertada en la 

película de SR, llegando a observar la inversión del comportamiento respecto a la 
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temperatura, pasando de una LCST a una UCST cuando la proporción del comonómero 

fue mayor que la NVCL.Los copolímeros de injerto fueron caracterizados mediante 

diversas técnicas térmicas, espectroscópicas y por RMN de 13C de estado sólido con la 

finalidad de elucidar sus estructuras.  

La técnica de SEM nos demostró el grado de penetración del injerto fue aproximadamente 

de 10 micras de profundidad utilizando DMF como disolvente.Los materiales sintetizados 

en este trabajo tienen potenciales aplicaciones biomédicas debido a que mostraron tener 

la capacidad de cargar diclofenaco sódico, fosfomicina sódica y lisozima;  y los 

desorbieron estos compuestos en forma prolongada. Los copolímeros de injerto 

mostraron buena citotoxicidad contra células embrionarias de ratón, razón por la cual se 

puede decir que pueden considerar como biomateriales. 
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A n e x o s 

 

Anexo 1. Espectro Raman de SR-g-NVCL comparado con espectro Raman de SR. 

 

 

Anexo 2. Termograma DSC de PNVCL y SR-g-NVCL, rampa de calentamiento de 5°C/min. 
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Anexo 3. Termograma de P4VP e atmosfera de nitrógeno a 10°C/min de 25 a 800°C. 

 

 

Anexo 4. Perfil de descomposición TGA de SR-g-NVCL en atmosfera inerte, rampa de 

calentamiento de 10°c/min.  
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Anexo 5. Termograma TGA de Poli(NVCL-co-4VP), rampa de calentamiento 10°C/min de 25 a 

800°C. 

 

 

Anexo 6. Espectro RMN 
13

C-CPMAS de SR-g-4VP. 
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Anexo 7. Espectro RMN 
13

C-CPMAS de SR (PDMS) en estado sólido, analizado a 400 MHz. 

 

 

Anexo 8. Curva de calibración diclofenaco medida a 276 nm en solución salina 0.9% de 

concentración. 
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Anexo 9. Curva de calibración de lisozima en solución amortiguadora pH 6.2  medido a  281 nm. 

 

 

Anexo 10. Curva de calibración de FOS mediante HPLC-MS, linealizada respecto al área del pico 
(en el cromatograma) contra la concentración de la disolución del antibiótico. 
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Anexo 11. pH crítico de SR-g-4VP en soluciones amortiguadoras de diverso pH y  a temperatura 

ambiente. 

 

 

Anexo 12. Estudio del tiempo de  hinchamiento máximo de las películas de SR-g-NVCL en medio 

acuoso. 
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Anexo 13. Determinación de LCST de las películas de  SR-g-NVCL en medio acuoso. 

 

 

Anexo 14. Actividad catalítica de la lisozima inmovilizada en SR-g-NVCL contra M. lysodeikticus a 

1.52 de absorbancia, el ensayo fue monitoreado a 450 nm. 
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ABSTRACT
A one-step method was implemented to graft N-vinylcaprolactam (NVCL) and 4-vinylpyridine (4VP) 
onto silicone rubber (SR) films using gamma radiation in order to endow the silicone surface with 
temperature- and pH-responsiveness, and give it the ability to host and release diclofenac in a 
controlled manner and thus prevent bacterial adhesion. The effects of radiation conditions (e.g., 
dose and monomers concentration) on the grafting percentage were evaluated, and the modified 
films were characterized by means of FTIR-ATR, Raman spectroscopy, calorimetry techniques (DSC 
and TGA) and contact angle measurements. The films responsiveness to stimuli was evaluated by 
recording the swelling degree of pristine and modified SR in buffer solutions (critical pH point) 
and as a function of changes in temperature (Upper Critical Solution Temperature, UCST). The 
graft copolymers of SR-g-(NVCL-co-4VP) showed good cytocompatibility against fibroblast cells for 
prolonged times, could host diclofenac and release it in a sustained manner for up to 24  h, and 
exhibited bacteriostatic activity when challenged against Escherichia coli.
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1.  Introduction

The combination of medical devices with drugs, namely 
the preparation of drug-eluting medical devices, is 
receiving a great deal of attention as it can provide rel-
evant therapeutic synergisms.[1,2] Implantable medical 
devices mainly exert the therapeutic function through 
a physical mechanism of support or replacement of an 
affected tissue. However, they are quite prone to the adhe-
sion of proteins and cells from the host, which can lead to 
adverse foreing-body reactions (inflammation, restenosis, 
opacification, etc.), as well as to surface colonization by 
microorganisms, which in turn transforms the device on 
a focus of infection.[3] The incorporation of antiinflamma-
tory, antimicrobial or antiproliferative drugs on a medical 
device may atenuate the host response and the microbial 
adhesion. In addition, the device can act as a suitable plat-
form for the release of a variety of other drugs for a pro-
longed time in a specific site, enhancing the therapeutic 
performance compared to a systemic administration.[4,5] 
Consequently, the efficacy and the safety of the treatment, 
as well as its cost-effectiveness, are improved.

The first drug-combined medical devices were 
drug-eluting stents, which were approved in 2003, and 

since then the field has opened up to include various 
other medical devices, such as sutures and catheters.
[6,7] Nonetheless, some of the challenges that hinder 
the further development of drug-eluting medical devices 
include the low affinity of most biomaterials for drugs, 
which limits drug adsorption on the surface, and the dele-
terious effects that incorporating high amounts of drug in 
the bulk material might cause on the performance of the 
medical device. Several strategies, among them polymer 
grafting, are under development to overcome these lim-
itations.[8] Polymer nanobrushes grafted on the surface 
of the medical device, as either individual or cross-linked 
chains, serve as a suitable wrapping nanolayer that can 
host and control the release of drugs. The grafting can 
be inititated by means of chemicals or applying ionizing 
energy.[9] In this regard, gamma radiation is particularly 
attractive for the functionalization of medical devices 
[10,11] because it has the advantage of being widely 
used for a variety of high scale-up processes including 
sterilization, and does not require chemical adyuvants 
such as catalysts, thus avoiding subsequent steps for their 
removal.[6]

Drug release can be controlled by diffusion and/or com-
petitive mechanisms or by the responsiveness of polymer 
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USA) and purified by vacuum distillation before use. Toluene 
(analytical grade) was from J.T. Baker Co. (Mexico) and used 
as received. Diclofenac sodium from Vorquímica, S.L. (Spain). 
The MTT proliferation kit was from Roche (Germany) and 
the fibroblast cells (BALB/3T3; ATCC CCl-163TM) were from 
the American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA).

2.2.  Synthesis of graft copolymer

Films of SR were washed with ethanol during 3 h and dried, 
weighed and placed in glass ampoules containing a mix-
ture of NVCL and 4VP (1/1  v/v) in toluene (total mono-
mers concentration ranged from 10 to 70% v/v). Then the 
ampoules were degassed by freeze-thaw cycles (5 times), 
sealed, and irradiated with a 60Co γ-source (Gammabeam 
651 PT, MDS Nordion, Canada) at 10.3 kGy/h of intensity. 
The obtained SR-g-(NVCL-co-4VP) films were washed 
in ethanol for 12  h to remove residual monomers and 
homopolymer formed during the reaction, and then dried 
under vacuum to constant weight. The grafting percent-
age was calculated as follows:

where W0 and Wg represent the weights of the initial and 
grafted films, respectively.

2.3.  Structural and thermal characterization

Infrared (FTIR) spectra in attenuated total reflection 
mode (ATR) of copolymers were recorded using a Perkin–
Elmer Spectrum 100 spectrometer (Perkin Elmer Cetus 
Instruments, Norwalk, CT) with 16 scans. Raman spectra 
were recorded using a Renishaw inVia confocal Raman 
microscope (Renishaw Ibérica S.A.U., Spain). Thermal 
decomposition was determined in nitrogen atmosphere 
between 25 and 800  °C at a heating rate of 10  °C/min 
using a TGA Q50 (TA Instruments, New Castle, DE, USA). 
Differential scanning calorimetry (DSC) studies for the 
determination of thermal transitions were carried out 
under nitrogen flow using a DSC 2010 calorimeter (TA 
Instruments, New Castle, DE, USA) from 25 to 250 °C at a 
heating rate of 10 °C/min.

2.4.  Degree of swelling and contact angle 
measurements

Pieces of SR and SR-g-(NVCL-co-4VP) copolymers were 
weighed and immersed in distilled water at 25  °C. At 
prestablished time intervals (from 15  min to 48  h), the 
samples were removed from the medium and weighed 
after removal of excess water with a piece of paper. The 
swelling percentage was calculated as follows:

(1)G(%) = 100[(Wg −W0)∕W0]

(2)Swelling (%) = [(Ws −Wd)∕Wd] ⋅ 100

brushes (stimuli-responsive polymers) to certain physiologi-
cal or external stimuli.[12] Stimuli-sensitive polymers undergo 
abrupt conformational changes in response to tiny variations 
in pH, temperature, medium composition, light, and mag-
netic or electrical fields.[13,14] A variety of pH- and tempera-
ture-sensitive polymers have been already grafted onto solid 
surfaces; drug molecules can be readily loaded when the net-
work is swollen, while drug diffusion occurs slowly when the 
network is collapsed at physiological conditions.[15]

The aim of this work was to implement a one-
step method to graft N-vinylcaprolactam (NVCL) and 
4-vinylpyridine (4VP) onto silicone rubber (SR), using 
gamma irradiation, in order to endow the silicone surface 
with temperature- and pH-responsive brushes that can 
host and release diclofenac in a controlled manner. SR is 
one of the most common components of insertable medi-
cal devices. Diclofenac is one of the most used non-steroi-
dal anti-inflammatory drugs (NSAID), but it also exhibits 
bacteriostatic [16] and antimicrobial activity against many 
microorganisms.[17] Therefore, diclofenac-eluting medi-
cal devices may simultaneously exhibit reduced inflam-
matory response and lower risk of microbial colonization. 
NVCL and 4VP have not been grafted together before, and 
thus a first aim of the work was to elucidate the effects of 
the monomers concentration and absorbed dose on the 
grafting percentage. These two compounds were chosen 
because (i) NVCL is a monomer with amphiphilic charac-
ter and in its polymer form is biocompatible and exhibits 
temperature-responsiveness, making it a safer alterna-
tive than PNIPAAm [18–23]; and (ii) poly(4-vinylpyridine) 
(P4VP) is a cationic polymer that exhibits pH-responsive-
ness.[24] Dual temperature- and pH-responsive copol-
ymers have been extensively studied because of the 
shifts that the pH-responsive component produces in 
the temperature-responsive polymer, which could move 
the phase volume transition temperature in or out of the 
physiological range.[23,25] Hence, a second aim of the 
work was to elucidate the effect that co-grafting NVCL 
and P4VP might have on the original responsiveness of 
each component. Finally, since both NVCL and P4VP bear 
chemical groups that can interact with sodium diclofenac, 
the effect of grafting percentage on drug loading/release 
profiles was investigated, as well as the prevention of bac-
teria adhesion. Cytocompatibility tests were carried out to 
verify compatibility of the modified SR with mammalian 
cells.

2.  Materials and methods

2.1.  Materials

Silicone rubber films (SR, 1  mm in thickness) were from 
GoodFellow (Huntingdon, UK). N-vinylcaprolactam and 
4-vinylpyridine were from Sigma–Aldrich Co. (St. Louis, MO, 
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where Ws and Wd are the weighs of the swollen and dried 
pieces, respectively.

The temperature responsiveness of SR-g-(NVCL-co-4VP) 
was estimated from the changes in swelling in phosphate 
buffer solution (PBS pH 7.4) as a function of temperature 
[26] in the 22–36 °C range. The upper critical solution tem-
perature (UCST) value was considered to be the inflection 
point of the degree of swelling vs. temperature plot.

The critical pH value was determined from the changes 
in the swelling degree of copolymer films that were placed 
in buffer media of pH ranging from 4 to 10 at 25 °C, during 
24 h. The buffers were prepared by mixing adequate vol-
umes of boric acid (0.2 M) and citric acid (0.05 M) solutions 
with a trisodium phosphate dodecahydrated (0.1 M) solu-
tion.[27] The critical pH value was defined as the inflection 
point in the swelling degree vs. solution pH plot.

A DSA 100 (Krüss GmbH, Hamburg, Germany) was used to 
measure the water contact angle of SR-g-(NVCL-co-4VP) by 
depositing a droplet of distilled water onto the modified film 
(previously washed and dried) and measuring the water-sur-
face contact angle immediately after. The measurement was 
done 3 times at different zones of the film and at 25 °C. Films 
with different graft percentages were analyzed.

2.5.  Cytocompatibility assay

The assay was carried out using embryonic mouse fibro-
blast BALB/3T3 cells. First, SR and SR-g-(NVCL-co-4VP) 
copolymer pieces were washed with water under con-
stant stirring for 24  h to remove impurities, and subse-
quently dried in an oven at 40 °C to constant weight. The 
samples were exposed to UV radiation during 20 min,[28] 
and immediately after placed in 300 μL of culture medium 
(DMEM F12 supplied with 10% FBS and 1% of antibiotic 
solution) and incubated at 37 °C for 24 h. BALB/3T3 cells in 
DMEM F12 Ham supplemented with 10% FBS and 1% anti-
biotic solution (200,000 cell/mL; 100 μL) were seeded in 
96-well plates. After 24 h of incubation, 100 μL of medium 
in contact with the copolymers were poured into the wells 
containing cells, which were then incubated (37 °C, 5% CO2, 
90% RH) during 24 or 48 h more. Afterwards, the culture 
medium was replaced with 100 μL of fresh medium, and 
10 μL of the reagent 1 of the MTT kit was added. After 4 h of 
incubation at 37 °C, 100 μL of the reagent 2 of the MTT kit 
was added and incubated again at 37 °C during 4 h. Plates 
were read at 550 nm using an ELISA plate reader (BIORAD 
Model 680 Microplate Reader, USA). Tests were done in 
triplicate.[29] Negative controls were also prepared by just 
adding fresh culture medium to cells and treating them 
in the same way. Cell viability was calculated as follows:

(3)Cell Viability (%) = (Abssample∕Absnegative control) ⋅ 100

2.6.  Diclofenac loading and release

The graft copolymers were extensively washed with water, 
dried in an oven at 40 °C and finally weighed. Pieces of 
the films (0.3 cm2) were placed in vials with a diclofenac 
sodium aqueous solution (80 mg/L; 5 mL) and kept under 
constant stirring for 48 h, protected from light and at room 
temperature. At pre-established time intervals, samples 
were taken from the release medium and the absorbance 
was measured at 276  nm (UV-Vis spectrophotometer, 
Agilent 8453, Germany). The experiment was carried out in 
triplicate. Using a validated calibration curve, the amount 
of drug loaded was calculated as follows.

where C1 and C2 represent the initial and final concentra-
tion of drug in the loading medium, respectively, V the vol-
ume of solution used for loading, and W the weight of film.

Diclofenac-loaded films were dried and then transferred 
to vials with saline serum (0.9% NaCl; 5 mL) and kept at 
37 °C under constant stirring (300 rpm) and protected from 
light.[30,31] The amount of diclofenac released was moni-
tored by measuring the absorbance of samples that were 
taken at different times from the release medium (276 nm; 
UV-Vis spectrophotometer, Agilent 8453, Germany). The 
samples were returned to the medium. The tests were car-
ried out in triplicate.

2.7.  Bacterial adhesion assay

Copolymer pieces (0.3 cm2) were placed in vials containing 
5 mL of a diclofenac solution (0.04 mg/mL), which were 
then sealed, autoclaved at 120 °C for 20 min, and gently 
shaken for 48 h at room temperature. Then, the copolymer 
pieces were placed in vials with 2 mL of an Escherichia coli 
culture solution in trypticase soy broth (TSB; 8 × 108 CFU/
mL) and incubated at 37 °C for 3 h. Afterwards, the films 
were removed from the culture medium, washed with 
phosphate buffer solution (PBS), placed in vials with 
2 mL of PBS and sonicated with a Bronson Sonifier 250 
for 5 min to release the bacteria that had adhered to the 
films. Solution samples obtained from the sonication pro-
cess were taken, and dilutions were made and seeded in 
Petri dishes with agar medium.[32] CFU counting was per-
formed after incubation for 24 h at 37 °C.

2.8.  Statistical analysis

Effects of grafting percentage on cytocompatibility, 
diclofenac loading and bacteria adhesion were ana-
lyzed using ANOVA and multiple range test (Statgraphics 
Centurion XVI 1.15, StatPoint Technologies Inc., Warrenton 
VA).

(4)Diclofenac loaded (mg∕g) = (C1 − C2) ⋅ V∕W
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3.2.  Characterization of SR-g-(NVCL-co-4VP) 
copolymers

SR and SR-g-(NVCL-co-4VP) copolymers showed similar 
FTIR-ATR spectra probably because an overlapping of the 
bands of the grafted monomers with those of SR (Figure 3). 
Bands at 2963 and 1258 cm−1 corresponded to Si–C asym-
metrical stretching of C–H bonds, and at 1008  cm−1 to 
the stretching vibration of the Si–O bond of silicon main 
chain. The absorption band at 1657 cm−1, which is typical 
of a C=C double bond stretching, did not appear in the 
graft copolymer, and the carbonyl group of the amide at 
1622 cm−1 was not perceptible. Bands at 2908 cm−1 cor-
responded to aromatic C–H vibrations, while at 1598 and 
1415 cm−1 corresponded to the stretching of C=N due to 
the pyridine ring grafted onto silicone. The presence of 

3.  Results and discussion

3.1.  Grafting process

SR-g-(NVCL-co-4VP) copolymers were synthesised apply-
ing a one-step radiation grafting method. To the best of 
our knowledge, NVCL and 4VP have not been grafted 
together before and, therefore, attention was paid to the 
effects of monomers concentration and absorbed dose on 
the graft percent. All experiments were carried out using 
a fixed NVCL:4VP 1:1 v/v ratio, but the monomers mixture 
was diluted with toluene at various proportions. The effect 
of the dose needed to carry out the polymerization reac-
tion was evaluated by varying the dose rate using a con-
stant toluene solution of 70% monomers (Figure 1). The 
grafting percentage steadily increased as the absorbed 
dose increased up to 70 kGy (≈100% grafting), but then a 
jump occurred and at 80 kGy the grafting percentage was 
above 200%. Further increases in dose led to additional 
increments in the amount of copolymer grafted. At high 
doses more C–H bonds are broken and higher number 
of reactive sites is created on the SR, meaning that more 
N-vinylcaprolactam and 4-vinylpyridine monomers can 
react. A similar dependence was observed when the effect 
of the monomer concentration was evaluated (Figure 2). 
For a fixed absorbed dose of 70  kGy, there was a rapid 
increase in the grafting percentage when the monomers 
concentration was raised from 60 to 70%. Similar depend-
ences have been previously observed for other monomer 
combinations and are related to an increase in the prob-
ability of interaction of the monomer molecules with the 
radicals formed on the SR, starting thereby the grafting 
reaction. Thus, by tuning both the absorbed dose and 
monomers concentration a variety of grafting percentages 
can be obtained.

Figure 1.  Grafting percentage of NVCL and 4VP onto silicone 
as a function of dose, NVCL/4VP monomers/toluene 7/3 (v/v), 
I = 10.3 kGy/h.

Figure 2.  Grafting percentage of SR-g-(NVCL–co-4VP) as a 
function of monomers concentration in toluene (v/v), dose 
70 kGy, I = 10.3 kGy/h.

Figure 3.  IR spectra of (A) pristine silicone rubber, (B) 4VP, (C) 
NVCL and (D) SR-g-(NVCL-co-4VP), (42%).
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3.3.  Water contact angle and swelling degree

Water contact angle of pristine SR was 108.3°, as expected 
from its hydrophobic character. Increasing the content in 
grafted NVCL-co-4VP copolymer caused a progressive 
decrease in the water contact angle; for 20, 45, 90, 240 
and 340% grafting the water contact angle were 105.2°, 
101.7°, 97.3°, 92.5° and 89.7º. Thus, the SR-g-(NVCL-co-4VP) 
films had a more hydrophilic surface than SR.

When immersed in an aqueous medium SR did not 
absorb water. Grafting of NVCL and 4VP endowed capa-
bility to uptake water to the modified films (Figure 6). 
The swelling degree of grafted films increased as greater 
amounts of hydrophilic chains (higher grafting percent-
age) were grafted onto the SR surface. Water can be 
absorbed by the hydrophilic groups present in the grafted 
polymer chains via hydrogen bonding with the carbonyl 
groups of the lactam ring and protonation of the nitrogen 
atom present on the pyridine ring. The swelling process 
was relatively slow at 25 °C and the material reached the 
swelling equilibrium after 24 h.

The temperature-responsive behavior of the copoly-
mers was estimated from the temperature dependence 
of the swelling degree in PBS (pH 7.4) of SR-g-(NVCL-co-
4VP) films. Differently from pure poly(NVCL), which exhib-
its a lower critical solution temperature in the 31–34 °C 
range,[21] SR-g-(NVCL-co-4VP) copolymers exhibited an 
UCST in the 24–27.3  °C range (Figure 7). Those copoly-
mers with the highest graft percentages showed a slightly 
higher UCST, probably due to the effect of copolymer 
molecular weight on this parameter.[36] High graft per-
centages are not only related to more nanobrush chains, 
but also to longer nanobrushes. The phase transition of 
grafted films as a function of temperature confirmed that 

these bands confirmed the grafting by comparison with 
absorption bands of the raw materials (Figure 3).

A more detailed analysis was carried out by means of 
Raman spectroscopy of the film surface (Figure 4). The 
copolymers exhibited a new band at 3090 cm−1 that cor-
responded to C–H stretching from the aromatic ring of 
4VP, bands at 2964 and 2905 cm−1 which corresponded 
to the symmetrical and asymmetrical stretching of C–H, 
at 1657  cm−1 due to the stretching band of C=O from 
NVCL grafted, at 1240 cm−1 associated to C–N stretching, 
at 1032 cm−1 due to aromatic C–H bending, at 710 cm−1 
associated to stretching of Si–C and at 494 cm−1 because 
of the stretching of the Si–O bond.[33] Differences with 
respect to pristine SR confirmed the binary graft (Figure 4).

The thermal stability of the materials was evaluated by 
means of TGA by recording the weight-loss as a function of 
temperature. The temperature at which 10 wt% weight loss 
occurred was 518 °C for SR, 405 °C for SR-g-(NVCL-co-4VP) 
with 42% graft, 382 °C for SR-g-(NVCL-co-4VP) with 300% 
graft, and 230 °C for a poly(NVCL-co-4VP) prepared under 
similar conditions (Figure 5). These findings indicate that 
the grafting has moderate detrimental effect on thermal 
stability due to the lower decomposition temperature of 
poly(NVCL-co-4VP) compared to that of SR. Nevertheless, 
the obtained copolymers may exhibit sufficient stability 
under common manufacturing processes for biomedical 
applications. The glass transition temperature (Tg) was 
recorded using a DSC equipment. Typical Tg values of SR 
are between −80 and −85 °C,[34,35] which falls out of the  
range of the DSC apparatus used. The Tg value of  
SR-g-(NVCL-co-4VP) films was of 150 °C for a 108% graft, 
while for poly(NVCL-co-4VP) the Tg was 138 °C. Overall, the 
Tg values were similar for all graft percentages.

Figure 4.  Raman spectra of pristine silicone rubber and SR-g-
(NVCL-co-4VP) (42%) using a laser of neon at 785 nm.

Figure 5. Thermogravimetric curves of (a) poly(NVCL-co-4VP), (b) 
SR-g-(NVCL-co-4VP) 42% grafting, and (c) SR pristine. The values 
in parentheses correspond to the weight loss percentage up to 
the given temperature.
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of the drug when an increase in pH occurs, as it happens, 
for example, during some urinary tract infections because 
bacteria transform urea into ammonia and other alkaline 
waste products. Overall, the results obtained indicate that 
grafting NVCL and 4VP in one-step leads to nanobrushes 
that exhibit responsiveness to both temperature and pH. 
However, the point at which the stimuli-response took 
place was altered when the compounds were randomly 
grafted as copolymers.

3.4.  Cytocompatibility

SR-g-(NVCL-co-4VP) films showed good cytocompatibility 
when an indirect contact method was used, which con-
sisted in exposing Balb/3T3 cells to the extraction medium. 
This fibroblast cell line has been widely used to evaluate 
toxicity of materials due to its sensitiveness.[29] As shown 
in Figure 9, SR-g-(NVCL-co-4VP) films did not cause any 
detrimental effect on cell proliferation levels, which were 
similar to those recorded for pristine SR after 24 and 48 h 
incubation (no statistical differences for p  <  0.05). All  
SR-g-(NVCL-co-4VP) films showed similar cytocompatibility 
disregarding the grafting percentage, with cell viability val-
ues above 80% at 24 h. Although the cell viability showed 
a slight decrease after 48 h, it remained above 70%.

3.5.  Diclofenac loading and release

SR did not load quantifiable amounts of diclofenac. 
Differently, carbonyl groups (from NVCL) and amino groups 
(from 4VP) made SR-g-(NVCL-co-4VP) films particularly 
suitable for hosting diclofenac (Figure 10). This NSAID can 
interact through its C–Cl bonds with the carbonyl function 
of NVCL, mimicking a common mechanism of interaction 

NVCL was grafted onto silicone. The phase transition of 
polyNVCL from hydrophobic to hydrophilic is due to the 
weakening of the associative interactions among polymer 
chains when the temperature is above a certain threshold, 
which favours the contact of individualized chains with the 
aqueous medium and subsequent interaction of polymer 
hydrophilic groups with water.[37,38]

The swelling behavior of SR-g-(NVCL-co-4VP) as a func-
tion of pH is shown in Figure 8. The pH responsiveness was 
due to the 4VP moieties. A volume phase transition was 
recorded at a pH close to 7.8, which is slightly above the 
physiological value of 7.4. The degree of swelling remained 
almost constant up to pH 7.5, but then a sharp expansion 
of the network occurred. The biggest change in volume 
was observed for films with longer grafted chains. The crit-
ical pH may be useful for triggering a more rapid release 

Figure 6.  Swelling degree in water of SR-g-(NVCL-co-4VP) films 
with (A) 240%, (B) 80%, (C) 42%, (D) 29%, and (E) 10% grafting 
percentage.

Figure 7.  Swelling percentage in PBS (pH 7.4) as a function of 
temperature for SR-g-(NVCL-co-4VP) with grafting percentages 
of (A) 240% (y-axis on the left) and (B) 90% (y-axis on the right).

Figure 8. Swelling degree as a function of pH for SR-g-(NVCL-co-
4VP) with grafting percentages of (A) 315% and (B) 240% at room 
temperature.
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films with 25% graft loaded significantly larger amounts 
than 45% graft and 60% graft (p  <  0.01). Some control 
experiments were carried out with SR films that were 
grafted with 4VP or NVCL in separate in order to confirm 
that both components of the grafted layer in SR-g-(NVCL-
co-4VP) films were able to host diclofenac. SR-g-NVCL 34% 
graft showed an statistically greater loading (p  <  0.01) 
than the others films. The decrease in diclofenac loading 
as NVCL-co-4VP grafting increased suggests that denser 
and longer nanobrushes cause steric hindrance to drug 
penetration in the grafted layer. Nevertheless, even for the 
SR-g-(NVCL-co-4VP) film with the highest grafting percent-
age tested, the amount of diclofenac loaded was above 
1 mg/g, which may be suitable for obtaining therapeutic 
effects.[22,31,39]

Drug release was carried out at 37 °C in serum saline 
medium under sink conditions (Figure 11). SR-g-(NVCL-
co-4VP) films sustained drug release for at least two days. 
Therefore, although the conditions used for the release 
tests (mimicking physiological ones) may trigger greater 
swelling of the grafted films, the affinity of both NVCL and 
4VP for the drug still controls drug release for prolonged 
time. Once a medical device is implanted or inserted in the 
body, first hours are critical for foreign body reactions and 
bacteria adhesion. Thus, the performance of SR-g-(NVCL-
co-4VP) films regulating diclofenac release in those first 
hours/days may prevent undesirable events.

3.6.  Bacterial adhesion assay

One should keep in mind that grafting of swellable 
nanobrushes to endow medical devices with drug-elut-
ing performance may have the negative impact of that 

in the living organisms. The carboxylic acid group as well 
as the aromatic rings of diclofenac may establish ionic as 
well as hydrophobic interactions with 4VP functionalities.

Drug loading was affected by the concentration of drug 
in the soaking solution. Preliminary tests revealed that 
immersion in 40 mg/L diclofenac solution was not suffi-
cient for saturation of the loading ability of the films, and 
thus a 2-fold drug concentration was used for subsequent 
tests. Interestingly, drug loading negatively correlated with 
the grafting percentage (Figure 10); SR-g-(NVCL-co-4VP) 

Figure 9. BALB 3T3 cells viability after 24 and 48 h exposition to 
extraction medium of copolymers prepared with different graft 
percentage. 100% cell viability corresponds to the negative 
control (i.e., cells grow under the same conditions as the cells 
exposed to the extraction medium of grafted polymers).

Figure 10. Sodium diclofenac loaded in SR-g-(NVCL-co-4VP) films 
with different grafting percentages. Drug loading was carried 
out by soaking of film pieces in aqueous solutions of diclofenac 
(80 mg/L) for 48 h at room temperature and protecting them from 
light. As controls, amounts loaded by SR-g-4VP (10% grafting) 
and by SR-g-NVCL (34% grafting) were also recorded.

Figure 11.  Diclofenac release profiles in 0.9% NaCl medium at 
37 °C from drug-loaded SR-g-4VP 12% graft (A), SR-g-NVCL 34% 
graft (B), SR-g-(NVCL-co-4VP) 45% graft (C), and SR-g-(NVCL-co-
4VP) 25% graft (D).
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porous network facilitates bacteria adhesion and growth 
onto the device. To gain an insight into the feasibility of 
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tion temperature between 382 and 403 °C (10 wt% loss). 
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Abstract Gamma radiation has been shown particularly useful for the functional-

ization of surfaces with stimuli-responsive polymers. This method involves the

formation of active sites (free radicals) onto the polymeric backbone as a result of

the high-energy radiation exposition over the polymeric material. Thus, a

microenvironment suitable for the reaction among monomer and/or polymer and the

active sites is formed and then leading to propagation to form side-chain grafts. The

modification of polymers using high-energy irradiation can be performed by the

following methods: direct or simultaneous, pre-irradiation oxidative, and pre-irra-

diation. The most frequently used ones correspond to the pre-irradiation oxidative

method as well as the direct one. Radiation-grafting has many advantages over other

conventional methods because it does not require the use of catalyst nor additives to

initiate the reaction and usually no changes on the mechanical properties with

respect to the pristine polymeric matrix are observed. This chapter is focused on the

synthesis of smart polymers and coatings obtained by the use of gamma radiation. In

addition, the diverse applications of these materials in the biomedical area are also

reported, with focus in drug delivery, sutures, and biosensors.
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1 Introduction

Since the synthesis of PVC obtained by Henri Victor Regnault in 1838, a large

number of polymeric synthetic materials with chemical–mechanical–thermal

properties of the most diverse have been developed [1]. There are a high number

of degrees of freedom for the synthesis conditions; and consequently, the properties

of the resulting material can be as varied. Polymer chemistry has advanced to the

point where it is often possible to tailor-make a variety of different types of

polymers with specified molecular weights and structures [2]. However, sometimes

a small change in the synthesis conditions or concentrations of reagents generates

undesirable changes in the final properties of the material. Surface modification of

polymeric materials has come to represent an interesting and useful alternative for

generation of polymers with specific physical–chemical properties, coupled with the

properties conferred by surface modifications.

There are several means to modify polymers properties, viz. blending, grafting,

and curing. ‘Blending’ is the physical mixture of two (or more) polymers to obtain

the requisite properties. ‘Grafting’ is a method wherein monomers are covalently

bonded (modified) onto the polymer chain, whereas in curing, the polymerization of

an oligomer mixture forms a coating which adheres to the substrate by physical

forces [3].

Among the methods for polymer modification, ‘‘grafting’’ is a promising

technique for the introduction of special functional groups in order to modify their

original properties and broad its applications [4].

2 Grafting Techniques

A graft copolymer is a polymer that is composed of two or more chemically

different polymeric parts [5]. Generally, graft copolymers are polymers composed

of a main polymer chain (backbone) to which one or more side chains (branches) are

chemically connected through covalent bonds [6]. On a random, statistical, or

alternate copolymerization processes, the different monomers compete with each

other to add to propagating centers (radical or ionic), unlike grafting processes

wherein synthesis is carried out not simultaneously; instead, a sequence of separate

noncompetitive polymerizations is used to incorporate the different monomers into

one polymer chain [7].

Graft copolymers have very different properties to raw materials and that has

gained great interest in recent years because it is possible to obtain new materials

from already available ones. The main purposes of a surface modification are

improving the wettability, biocompatibility, and mechanical properties, etc., of a

surface polymer. Grafting copolymers can be obtained mainly by two mechanisms

known as grafting from and grafting to [8]. There are several parameters that control
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the brush properties, such as grafting density, chain length, and chemical

composition of the chains [9].

The processes of ‘‘grafting to’’ and ‘‘grafting from’’ are two different ways to

change the chemical and physical properties of a polymeric surface (Fig. 1).

‘‘Grafting to’’ allows a preformed polymer to adhere to either polymeric surface

through covalent bonds. Due to the larger volume of the coiled polymer to graft and

the steric hindrance this causes, the grafting density obtained by this technique is

low [10]. On the other hand, the ‘‘grafting from’’ process requires the activation of a

backbone polymer previously, which can be carried out by chemical (chemical

initiators) or physics methods (ionizing radiations), initiating the polymerization

process with monomer units around it. With the ‘‘grafting from’’ mechanism, it is

possible to obtain high grafting densities, since there is more access to the chain

ends [11].

Grafting a polymer can be achieved by several techniques, such as chemical,

radiation, photochemical, plasma-induced, and enzymatic means. The different

types of initiators give their name to each grafting technique. Chemical grafting

involves free-radical or ionic initiators; radiation induces graft copolymerization

that uses high-energy radiation (generally gamma, UV, and electrons); photo-

chemical techniques include photo-sensitive reagents as initiators [12] and plasma-

induced grafting implies electron-induced excitation, ionization, and dissociation

attained by slow discharge conditions. Then the accelerated electrons from the

plasma have sufficient energy to induce cleavage of the chemical bonds in the

polymeric structure to form macromolecule radicals, which subsequently initiate

graft copolymerization [3].

Among the grafting techniques, radiation processing is presented as an

alternative with interesting features over other conventional synthesis and

Fig. 1 Synthesis of polymer brushes using ‘‘grafting to’’ and ‘‘grafting from’’ approaches
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modification of polymer matrices methods. The lack of catalysts or additives in

order to initiate the reaction as well as its simplicity are issues to consider [13].

Polymer modification by radiation grafting techniques has been extensively applied

to prepare novel materials (including adsorbents for environmental and industrial

applications) and it is of particular interest to achieve specific chemical properties as

well as excellent mechanical properties [14].

3 Radiation-Induced Grafting

The process of radiation-induced grafting is based on the deposition of energy from

the radiation in the material to be modified. From this energy, highly reactive free

radicals, which give rise to secondary reactions with molecules present in the

medium, will be generated. These radicals easily react with appropriate functional

monomers to form covalent bonds and, as a consequence, growth of macromolec-

ular chains [15], and all of this without the use of chemical initiators.

Each type of ionizing radiation produces the same effect by interacting with

matter (ionization and excitation) [16], but according to their specific nature

(charge, penetrating power (range), linear energy transfer (LET) and stopping power

of the material), highly concentrated free radical areas or homogeneous radical

production along the material can be produced. In the case of electrons, ions, and

protons; due to its high LET, charge and particle size; each particle delivers its

entire energy in a few millimeters and almost without path deviations). For gamma

radiation, an homogeneous delivery of energy will occur, both surface and bulk due

to the high penetration of gamma rays [17]. In some cases, the types of radiation are

combined to generate uniform changes in the material [18], so the type and energy

of ionizing radiation used will determine the changes in structure of the resulting

material.

Due to the inclusion of ‘‘new’’ molecules in the material, the polymer properties

change. Graft copolymerization has been commonly used to modify properties in

polymer structures like poly(ethylene terephthalate) (PET), cellulose, polypropylene

(PP), and polyethylene (PE), with a wide variety of monomers [19].

Another advantage presented by radiation-induced graft copolymerization is that

it enables imparting tailored modifications ranging from surface to bulk of backbone

polymers unlike photo- and plasma initiation, which impart surface modification

only [20].

The degree of grafting in the copolymer may be adjusted by selection of

irradiation and reaction parameters to develop specially designed selective

copolymers for specific applications. Radiation-induced graft copolymerization

may also be initiated over a wide range of temperatures, including sub-ambient

temperatures for monomers available in bulk, solution, or emulsion [20].

There are two basic methods for radiation-induced grafting; including the pre-

irradiation, as well as the mutual or the simultaneous method; with an energy source

being either gamma ray, UV, or electrons [21–23].
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3.1 Methods of Synthesis

Since graft copolymers result from the chemical combination of two macro-

molecules of different chemical nature, and since radiation is known to create

‘‘active sites’’ in polymeric matrix, it is logical to think that various chemical routes

can be followed for the combination of these macromolecules. Among the various

methods that can be envisaged for this purpose, four have received special attention;

these include direct radiation grafting and grafting on radiation-peroxidized

polymers. When polymers are exposed to ionizing radiation under aerated

conditions, trapped radicals and peroxides (or hydroperoxides) are formed and

remain ready to initiate grafting copolymerization reactions [24].

3.1.1 Direct Radiation Grafting Method

In the direct or simultaneous method (Fig. 2), the simple radiation-chemical method

for producing graft copolymers is directly derived from the study of radiation

polymerizations. Most radiation-initiated polymerizations proceed via free-radical

mechanisms, initiated by the free radicals produced from the radiolysis of the

monomer. Nevertheless, since the action of ionizing radiation on matter is

unselective, any substance that is added to the monomer also undergoes radiolysis

and consequently contributes to the initiation of polymerization [5].

In this method, the polymer substrate is immersed in a monomer-solvent mixture,

which may be liquid or vapor and may contain additives. Irradiation produces active

sites in the polymer matrix, mainly macroradicals, which can initiate the graft

polymerization but also the interaction of radiation with monomer can generate

homopolymerization. The latter is an untoward side reaction. As polymer degradation

requires higher absorbed doses than the grafting process, it is possible to performdirect

grafting under controlled conditions without significant damage to the substrate [21].

Fig. 2 Grafting by c-irradiation applying a direct method
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3.1.2 Pre-Irradiation Grafting Method

The polymer matrix is irradiated in the absence of air (in vacuo or under an inert

atmosphere). Grafting is initiated by macroradicals trapped in the irradiated polymer

and homopolymerization is avoided. A disadvantage of this method is the possible

degradation of the polymer matrix due to the need of higher doses than the direct

method. Besides, there’s a significant dependence on the reaction temperature and

crystallinity of the polymer because the concentration of trapped macroradicals is

higher in a crystalline than in an amorphous polymer, and a comparatively low

degree of grafting is obtained [5, 21].

3.1.3 Pre-Irradiation Oxidative Grafting Method

This method involves pre-irradiation of the polymer, but in the presence of air or

oxygen. In this way, the macroradicals formed are converted to peroxides and/or

hydroperoxides, and when the irradiated polymer is heated in the presence of

monomer (in the absence of air), the peroxides decompose to give the macrorad-

icals, which are the active sites for graft polymerization (Fig. 3).

An advantage of the peroxide method is the possibility of storing the irradiated

polymer some time before grafting. Some disadvantages are that the hydroxyl

radical (OH�) produced by the homolytic cleavage of the hydroperoxide group

Fig. 3 Grafting by c-irradiation applying a pre-irradiation method
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induces homopolymerization and the pre-irradiation method requires a higher dose

of radiation than the direct method [5, 21].

The pre-irradiation technique is a clean and effective method for modification of

PP, PE, poly(tetrafluorethylene) (PTFE), etc. Some reports on grafting polar

monomers onto pre-irradiated films have been published [25].

3.2 Modifying Properties by Grafting

Irradiation produces active sites in the polymer matrix, mainly macroradicals, which

can initiate the graft polymerization and homopolymerization of the monomer. If

the polymer has the tendency to crosslinking [e.g., PP, PE, polystyrene (PS),

poly(vinyl chloride) (PVC), etc.] a grafted copolymer is formed. On the other hand,

when a polymer has the tendency to chain cleavage [e.g., PTFE, poly(isobutylene),

cellulose, poly(methyl methacrylate) (PMMA), and polymers containing tetrasub-

stituted carbon atoms in the main chain] the process can result in a block copolymer

formation. Because degradation of polymers requires higher absorbed doses than the

grafting process, it is possible to perform grafting on these polymers [5, 26].

As mentioned before, the type of monomer grafted into the polymer matrix will

determine the resulting properties, and of course, the properties of the monomers are

dictated by the functional groups’ content. Grafting hydrophilic or hydrophobic

monomers can improve the hydrophilicity or hydrophobicity of the material

respectively; with pH-sensitive monomers we can electrically charge the surface of

a material, or modify its swelling properties at different pH’s; grafting self-repairing

materials can improve the mechanical resistance to scratches, etc. Thermosensitive

polymers are a special category of polymers which have in their structure a

hydrophobic and a hydrophilic functional groups [e.g., poly(N-isopropylacry-

lamide), PNIPAAm] [27]; pH-sensitive polymers has ionizable functional groups

[e.g., poly(acrylic acid), PAAc]. Monomers with amines affect the swelling

behavior of the polymer, because amine protonation results in swelling under acid

conditions due to the formation of the ammonium polyelectrolyte, similarly

carboxylic acid substituents form ionized salts at basic pH resulting in increased

network swelling [28]. Polymers that form complexes may associate due to Van der

Waals interactions, ionic bonds, hydrogen bonds, coordination interactions, or salt

bridges formed by polyvalent metal ions [29].

3.3 Grafting Quantification and Characterization Techniques

Innumerous techniques are currently available for polymer characterization in terms

of the assessment of polymer properties. Of those, thermal [30], mechanical [31],

optical [32], and rheological [33] approaches might be determined and used for

further comparison with the grafted material.

Characterization methods used to confirm or track down the grafting process

include Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) [34], nuclear magnetic

resonance (NMR) [35], and X-ray diffraction analysis (XRD) [36]. Considering that

these analyses may detail with precision the grafting process as well as the novel

chemical linkages, such techniques are currently in the spotlight.
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In addition to the above-mentioned techniques, surface studies may also play a

key role in the characterization of grafted copolymers due to their ability to reveal

important information in terms of microstructure and overall morphology of the

grafted polymer [32, 37]. For instance, scanning electron microscopy corresponds to

a very usual technique of choice [38]. Other approaches may be used to evidence the

graft copolymerization, including differential scanning calorimetry [30, 39] and

water contact angle [40, 41], among other techniques.

On the other hand, regarding approaches to quantify grafting, the determination

of grafting yields and grafting efficiency are perhaps the most representative ones.

Both estimations can be performed based on weight of the samples, as represented

in Eqs. (1) and (2) for grafting yields and grafting efficiency, respectively, whereas

Wa stands as the initial weight of the sample, Wb corresponds to the dried weight of

the grafted sample before the extraction, and Wc represents the dried weight of the

grafted sample after extraction [42–44].

Grafting yield ð%Þ ¼ Wc �Wa

Wa

�100 ð1Þ

Grafting efficiency (%) ¼ Wc �Wa

Wb �Wa

�100: ð2Þ

When it comes to functionalized materials aside from the careful and precise

characterization to assure and provide experimental evidence of the functionalization

itself, the tailored function or modification shall be assessed in order to demonstrate

and detail the acquired properties, e.g., thermo-responsiveness is well demonstrated

by LCST measurements [45, 46], while pH-responsivity is commonly evaluated by

determining the pH critical point [47]. In practical means, the characterization and

experimental evaluation of the functionality should be carefully designed and

performed on a responsiveness or ‘‘functionality’’-based approach.

4 Smart Polymers

Stimuli-responsive polymers are polymers that respond sharply to small changes in

physical or chemical conditions with relatively large phase or property changes

[48]. The stimuli in which smart polymers respond to are commonly classified into

three categories: physical, chemical, or biological [49]. Temperature and pH

stimuli-responsive macromolecular materials have attracted great attention due to

their obvious applications in biomedicine and biotechnology [50].

4.1 Smart Polymeric Materials Obtained by Ionizing Radiation

Responsive behavior of polymeric materials could be formally considered as a

combination or sequence of several events: (a) reception of an external signal

(physical or chemical), (b) chemical change of the material and/or changes in the

material properties, and finally (c) transduction of the changes into a macro/
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microscopically significant event such as aggregation-deaggregation (commonly

referred to as response). For example, microgel particles from a crosslinked weak

polyelectrolyte (polybase) dispersed in water are sensitive to variations in pH of the

medium. Changes (decreases) in pH cause changes in the ionization degree of the

polyelectrolyte, and with the change in the ionization degree of the polyelectrolyte

comes a molecular conformational modification [51, 52]. One of the smart polymers

most studied is probably PNIPAAm, which exhibits a lower critical solution

temperature (LCST) between 30 and 35 �C [53]. Acrylic acid (AAc) is one of the

important monomers grafted on the matrix of different polymers, where their chains

act as reaction sites to introduce various functions through carboxyl groups, and

because of its pH-sensitive response [54].

4.1.1 Temperature-Responsive Polymers

Temperature-sensitive polymers exhibit LCST behavior where phase separation is

induced at a certain temperature threshold. Polymers of this type undergo thermally

induced reversible phase transition. They are soluble in aqueous solutions at low

temperatures but become insoluble as the temperature rises above the LCST. It is

possible to increase the functionality of microgel particles by finding the right

balance of hydrophobic and hydrophilic co-monomers or by tuning to a desired

temperature range by copolymerization using more hydrophilic (which raises the

LCST) or more hydrophobic (which lowers the LCST) co-monomers [55, 56].

Heskins and Gillet were the first to report an endotherm observed at the LCST

upon heating an aqueous solution of PNIPAAm [57]. Grinberg [58] have studied the

volume phase transition in responsive polymers using high-sensitivity differential

scanning calorimetry (DSC) and as well as the swelling behavior of the polymers at

different scanning rates. It was possible to measure the dependence of the transition

parameters on the heating rate. The DSC measurements, by heating at different rates

(from 1 to 10 �C/min), provided results nearly approximating equilibrium and LCST

or UCST. The transition temperature, enthalpy, and entropy of this thermosensitive

behavior as well as the transition LCST are parameters that may be estimated.

4.1.2 pH-Responsive Polymers

pH-responsive polymers consist of ionizable pendants capable of accepting and

donating protons in response to environmental changes in pH such as carboxylic

acids and basic amino alkyl moieties [59]. The change in the charge of pendant

groups causes an alteration of the hydrodynamic volume of the polymer chains [60].

Then, the transition from collapsed state to swollen state is caused by the osmotic

pressure generated by mobile counterions which neutralize the charges [61]. The

phase transition of pH-sensitive polymers is nominated critical pH. In the human

body, pH variations are present along the gastrointestinal tract and in problematic

sectors like tumor areas and surrounding tissues [62]. Drug delivery in these specific

areas make relevant the need for the development of pH-sensitive systems with fast

response to changes in environmental stimuli. A fast response of a polymer and a

repetitive function of another polymer may be combined using different
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functionalization techniques such as c-irradiation. Most grafting reactions, which

take place on the surface or in the bulk polymeric matrix, allow the design of

clinically effective controlled drug-delivery systems, supported by the concept of

achieving optimized combinations between monomer and the polymer itself.

5 Applications

Applications of functionalized materials by grafting abound in the literature, as such

modifications brought to light novel applications and perspectives in terms of their

usage, considering the possibility to tailor the materials as desired or required [63].

Examples of materials based on functionalized polymers include smart membranes

for separation science [3], conducing polymers [63] for energy and wire technology,

responsive materials, including pH- [4], thermo-responsive polymers [64], as well

as light- [65] and magnetic-responsive polymers [66], for a wide variety of

biomedical and technological applications.

In terms of biomedical applications, functionalized polymers are currently

applied for tissue engineering and cell cultivation, biotechnology, biomedicine, and

pharmaceutical technology, among others areas that may directly benefit from the

advancement of material sciences. A highlighted application is related to cell and

tissue cultivation as the grafting of biological substances or other bioactive ones

onto polymer substrates has been proven effective towards controlling important

parameters for cell growth and tissue development, which may somehow modulate

cell affinity, and therefore provide control over the process. However, this work

debates the biomedical applications of grafted functionalized polymers by means of

sensors, drug delivery, and sutures specifically.

As reviewed earlier, grafting different functional groups in polymer matrices

allows us to modify the original properties of the irradiated material, but if we graft

molecules with stimuli-responsive properties, we can obtain materials with unique

properties that change their behavior according to the environment in which they

are. Researchers around the world have found various application fields of

intelligent polymers grafted on polymeric surfaces in the areas of development of

medical devices for drug delivery, biosensors, and implant development.

5.1 Surface Modification Polymers for Medical Purposes

Gamma-ray irradiation enables the grafting of medical devices with polymers

containing functional groups capable of interacting with drug molecules. Depending

on the chemical structure of the substrate and the monomers to be grafted, different

levels of performance can be achieved [67].

The synthesis of new polymeric materials for biomedical applications are of great

interest. However, they should pass exhaustive testing to demonstrate their non-

toxicity, biocompatibility, and industrial feasibility; so a lot of time will pass before

these kinds of materials have real application and then most of them will be

discarded [68]. Instead of synthesis of new materials, biomaterial modifications

seem to be the short-term solution for improvement of medical devices to some
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extent, as biological safety will have to be determined as a brand new system.

Applying surface modification on materials already approved for medical use, we

could enhance their properties as biocompatibility, resistance to degradation,

mechanical properties, and thermal stability providing perhaps a shorter way for

novel alternatives for most.

Device-related infections are among the most serious complications in medical

procedures. Its importance arises from the high occurrence and the consequences that

it implies in terms of morbidity and mortality. As a result, the presence of these two

factors increases hospital costs significantly. If scientists get to synthesize drug-coated

biomaterials, it will be possible to reduce device-related infections contracted at

surgery during the early post-insertion period, and most infections identified in

patients that have been treated with polymeric implants should be delayed, even

infections caused bymicroorganisms from the skin flora and nosocomial environment.

Surface modification of materials used on medical device manufacturing to obtain

drug impregnated polymers takes relevance when we talk about microbial resistance

to antibiotics. Research has recently been published that accounts for the existence of

antimicrobial-resistant strains. Many of them indicate the existence of methicillin-

resistant Staphylococcus aureus (MRSA), Pseudomona aeruginosa, and Escherichia

coli cells. The direct treatment of microbial infections with drug-impregnated medical

devices suggests a simple method that releases the drug at a specific site, decreases

costs [69], avoids or reduces invasive dosage forms, and minimizes the antimicrobial-

resistance effect by not unnecessarily exposing other bacteria to antibiotics [70, 71].

Another area of opportunity for surface modification includes body-contacting

materials [72]. Surgical devices and biomedical materials could incorporate drug-

delivery systems through insertion of hydrophilic groups with hosting drugs capability

through ionic interactions, van de Waals, and hydrogen bond.

The effort should focus mainly on three aspects. First of all, improving the

treatment of the complication (treatment and administration routes); secondly,

enhancing the hydrophilicity (obtaining lubricity) of biomedical devices, improving

biocompatibility [73], and reducing protein adhesion [74]; and finally, increasing

preventive measures. This latter point may be the most interesting of all because it

focuses on prevention [68].

Medical devices used in vivo should satisfy requirements for performance, bio-

interaction, and biocompatibility. The understanding of structure–properties rela-

tionships in polymers is advanced, so the desired mechanical properties, durability,

and functionality can be achieved [75]. Bio-integration is the ideal outcome

expected of an artificial implant. This implies that the phenomena that occur at the

interface between the implant and host tissues do not induce any deleterious effects

such as chronic inflammatory response or formation of unusual tissues [76].

The most interesting methods to modify a polymer for biomedical purposes are

plasma and high energies, (Fig. 4) due to simultaneous sterilization of the material

provided by the method [75] and no need of chemical initiators that could represent

a biocompatibility problem. It is possible to change many properties with this kind

of method (Table 1). Surface treatments can be broadly categorized as function-

alization, derivatization, polymerization, and mechanical or surface architecture

modification.
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Dozens of review articles have been reported about surface-modified materials

trying to provide a possible solution to biocompatibility and drug release [77].

Materials such as poly (acrylonitrile butadiene styrene) (ABS), silicone rubber (SR),

PE [78], PP, and polyurethanes (PU) [79, 80] have been functionalized grafting

organic compounds with ionizable groups [e.g., poly(carboxylic acids), poly(N,N-

diakyl aminoethyl methacrylate) [81], chitosan, etc.] in order to host anti-

inflammatory drugs or antimicrobials such as ibuprofen, sodium diclofenac

(bacteriostatic), naproxen, vancomycin, or for biomolecule immobilization (en-

zymes) [82, 83]. Several reports mention that inclusion of poly(ethylene oxide) or

poly(ethylene oxide)-acrylic acid mix on catheters surface [84] present a reduction

in bacterial adhesion caused for negatively charged surface [85]. On the other hand,

fabrication of surfaces with positive charge results in broad-spectrum antimicrobial

Fig. 4 Surface modification of polymers using ionizing radiation: gamma rays, UV, and electrons (a).
Functionalization using plasma with different agents (b)

Table 1 Surface modification of polymer materials

Physically Physical adsorption; Langmuir–Blodgett films

Chemically Alkaline or acid-etching oxidation, e.g., through ozone; other chemical

transformations

Physico-

chemically

Photo activation (UV); corona treatment; treatment with electron or ion irradiation;

laser treatment, gamma irradiation; plasma treatment
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activity [86, 87]. Although the mechanism of action is still subject of debate, the

general consensus is that the positive charge disrupts the lipid membrane of

microbes. Polysaccharides such as chitosan and poly(4-viylpyridine) show this

activity due to the high nitrogen content of the polymer creating a cationic surface.

5.1.1 Catheters

A polymeric implant is another type of application (probes, prosthetic valves, and

catheters). The infection process starts in the implant site; there, the bacteria slowly

grow and the antimicrobial hardly gets there, mainly when drugs are intravenously

administered or by pills. The cell-adhesion profiles depend of surface architecture

and roughness of implants [88]. There are studies that indicate the existence

between cell adhesion and polymer surface; the bacteria adhesion occurs mainly

when the polymer has a hydrophobic surface [89, 90]. Complications associated

with catheters are very common around the world (450,000 cases per year in the

USA alone) and the direct costs amount to over a billion dollars [91]. The main

reason for the infection is due to adhesion of (Fig. 5) Escherichia coli, Candida

spp., Enterococcus spp., Pseudomona aeruginosa, Enterobacter spp., Staphylococ-

cus epidermidis, Bacillus subtilis, and Staphylococcus aureus [92, 93]. Avoiding

and solving this problem when it occurs is very important in preventing

complications that could cause a patient’s death.

5.1.2 Coating with Shape-Memory Polymers

Temperature-sensitive polymers, and more specifically shape-memory polymers,

have been used in the preparation of minimally invasive surgery medical devices.

The unique properties of these materials allow the introduction of the medical

device in a compressed form followed by expansion once it is located in the desired

place by minimally invasive surgery procedures [68]. Materials such as guidewires,

Fig. 5 Infection sites in an implanted urinary catheter. Bacteria can gain access to the peritoneal cavity
either by contaminating the connector and the catheter lumen, or by migration from the skin exit site
down the catheter track through the tissue
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stents, and others biomedical metallic materials have been surface-modified using

an exterior coating method with poly(tetrafluoroethylene) (PTFE) or a hydrophilic

polymer to reduce friction and simultaneously provide the necessary properties for a

guidewire to negotiate a tortuous ureter path [94].

The chemical and physical characterization of biomaterials generally focus on

the structure and properties of the polymer matrix, however, in the case of surface-

modification polymers, the characterization techniques focuses mainly on surface

functional groups, functional layer thickness, roughness, etc. Roughness is a very

important factor to analyze in biomaterials because it is intrinsically related to

bacterial adhesion [88].

The three most commonly used surface composition characterization techniques

are ATR-FTIR, XPS, and SEM (Table 2); each with different penetration depths.

Cell adhesion and toxicity tests with some cell (biocompatibility) are necessary to

know if materials have toxic effects [95].

5.1.3 Graft Sutures

Suture is a fiber or fibrous structure attached to a metallic needle [96], mainly

employed in surgery procedures as biomaterial device, used to ligate blood vessels

and hold tissues together [97]. They can be classified according to the origin of the

materials which they are made of (natural or synthetic), the permanence of the

material in the body (absorbable or non-absorbable) and the construction process

(braided, monofilament) [98, 99]. Suture materials should satisfy specific require-

ments: easy to handle, elicit minimal tissue reaction, do not support bacterial

growth, possess high tensile strength, easy to sterilize, hypoallergenic properties,

and do not induce carcinogenic action [97].

Table 2 Biomedical-related surface properties with corresponding measuring methods

Surface characteristics Methods

Geometry: roughness, topography, specific

surface, layer thickness

Profilometry, field emission, REM, AFM, interface

microscopy-adsorption isotherms, BET surface

area, pore radius distribution

Surface energy: wettability (specially;

hydrophilicity)

Contact angle geometry; for biomaterials, mainly the

captive bubble method is used

Physical characteristics: adsorption, scratch

resistance, other mechanical, electric and

optical characteristics, adhesion

Adhesion test after cross-hatch cut, and/or thermo

test, permeation measurements, elastic

characteristics; for diagnostic purposes; refractive

index and fluorescence background radiation

Chemical composition: surfaces and thin layer,

chemical functionality of surfaces

FTIR-ATR, IR microscopy and spectroscopy,

ESCA-imaging, AES/SAM, fluorescence

spectrometry, MALDI-TOF–SIMS

Biological characteristics: biocompatibility, cell

adhesion, specific/non-specific, protein

adsorption

Growth and toxicity tests with various cells, protein

adsorption with IR and fluorescence labeling
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In general terms the most important requirements of sutures materials are

physical and mechanical properties, biocompatibility and antimicrobial nature [96];

in this sense, some materials currently marketed may become fallible and, as a

result, multiple side-infections related to suturing procedures occur in a certain

percentage of the patients [100]. This raises the need to develop or modify the

existing suture devices in order to make them able to acquire antimicrobial activity

analogous to the drug design, either by coating [101] or grafting pristine sutures

with antimicrobial polymers and/or containing functional groups capable to load or

adhere antimicrobial drugs onto the surface of the modified suture (Fig. 6).

Most commonly, reports for grafting sutures employs 60Co as c-radiation source

(Fig. 7). Radiation grafting has proved to be a very effective technique to get

desirable properties onto a polymeric material without any consideration of the

shape of the material [102].

The irradiated materials may retain most of their original characteristics and also

acquire additional properties of the grafted moiety; the structure, in some cases,

changes during the modification process, depending on the nature and the amount of

monomer grafted [103, 104]. It is true that the radiation-grafting technique may

have limitations to generate biomedical devices because it produces changes not

only in the biomaterial surface but throughout the polymer matrix, which can lead to

undesirable changes in the structure and properties of the device [105]. In other

cases, the use of ionizing radiation provides the energy required for activation of

molecules in the material that under other conditions cannot be achieved by the lack

of reactive groups.

Fig. 6 Electrostatic load-release (a) and covalent immobilization (b) of drugs on modified sutures
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Some examples of PP grafting matrix are described below [102, 104, 106]:

PP-g-PAN and PP-g-PAAc: Acrylic acid is one of the most popular monomers

that have been grafted onto different polymeric matrices and its polymer or

copolymers with pH-sensitive response have the capability to undergo further

chemical reaction to produce new functional groups [4]. The grafting percentage of

AAc onto PP films by pre-irradiation method was increased as a function of reaction

time and reaction temperature [14].

Due to the inherent reactivity of the acrylic acid, homopolymer formation is the

main polymerization reaction when radiation-grafting technique is used. Efforts

have been made to obtain carboxylic acids’ high-content surfaces without

compromising the sutures’ physical properties.

The grafting polymerization using pre-irradiation technique of acrylonitrile (AN)

onto PP monofilament leads to an increase in tenacity up to a graft level of 5 %

[104]. Subsequent hydrolysis is an effective way to introduce carboxylic groups into

the monofilament. The transformation of nitrile groups into carboxylic groups

proceeds under sodium hydroxide conditions to achieve PP-g-AAc, as this reaction

is necessary for loading the drug; the hydrolysis leads to a considerable loss of

mechanical strength in the grafted suture. This approach produces a suture with

carboxyl functionality PP-g-AAc of 62 % or about 0.25 mmol/g, which is enough

for subsequent antimicrobial drug immobilization [102, 106].

Fig. 7 Suture c-radiation grafting: a direct irradiation and b pre-irradiation grafting method
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PP-g-PVIm: Here, sutures were prepared by the simultaneous radiation grafting

of 1-vinylimidazole (VIm) onto PP monofilament with results around 5–20 %. The

tenacity slightly decreases, whereas the elongation augments with the increment in

the degree of grafting.

The grafted suture has reasonably good water uptake. The PP-g-PVIm grafting

was immobilized with an antimicrobial drug, ciprofloxacin. The modified suture

releases the drug over a period of 4–5 days, the same period of time that the material

showed antimicrobial activity in vitro against Escherichia coli [107].

PP-g-PAAc and PP-g-PGMA: Recently, our investigation group developed

separately grafting AAc and glycidyl methacrylate, GMA onto PP sutures applying

c-ray pre-irradiation oxidative method under various experimental conditions,

therefore a different range of grafting was obtained (GMA: 25–800 %, AAc:

9–454 %). Synthesis and antimicrobial activity from this study was: (a) with PP-g-

AAc load and release of vancomycin drug, here only ionic interactions are involved

and (b) the irreversible covalent immobilization of the drug onto PP-g-GMA via the

opening ring of the epoxy groups, then, the alcohol oxidation to the aldehyde, which

reacts with the amino groups of the vancomycin and finally to the reductive

amination of the copolymer. In both cases, antimicrobial activity against Staphy-

lococcus aureus was corroborated [103].

5.2 Biosensors

Sensors are transducers that detect changes or events in the environment to produce

an outcome, i.e., have the feature to convert one sort of energy (signal) to another,

generally into an electrical signal. The advantage of sensors against chemical

analysis techniques results from the fact that they are specialized, small size,

portable, and inexpensive devices that are suitable for in situ analysis and real-time

monitoring of chemical and physical parameters [108].

Within the different types of sensors used today, biosensors have gained

importance and interest in the scientific community due to their performance and

application possibilities for knowledge and monitoring of biological processes.

Biomedical sensors acquire signals thanks to a bioreceptor (biological recognition

element), representing biomedical variables or phenomena and transform them into

electrical signals. These kinds of sensors have an interface between a biologic part

and an electronic system; thus both parts must function in such a way that do not

change or affect adversely the systems. Table 3 shows different types of sensors

according to its interface. In the last years, these sort of sensors have been defined as

biosensors.

A variety of sensors can be applied for biomedical purposes; it is possible to

classify them into two wide groups according to the transduction principles

involved. Table 4 shows the two groups of sensors.

The sensors with physical structure can measure the changes in electrical and

optical phenomena inside the human body, e.g., quantify pressure, blood flow,

corporal temperature, muscular stretching, and bone growth [108]. On the other

hand, although chemical sensors can be applied to measure these changes too, they

are particularly useful for detecting, quantifying, and monitoring the presence of
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different elements or compounds in specific concentrations, as well as for

determining the activity and interaction with other elements inside a determined

biological process to generate a possible diagnosis and therapy [109].

The materials to design and develop biosensors have been changing over time.

One of the main problems faced by the biosensor technology is the rejection of the

device by biological systems [110]. Thus, efforts have been focused to provide

different materials that permit the correct integration between systems (biocom-

patibility). Moreover, it is well known that sensor performance can be modified by

the interaction with biological systems. The degradation due to the exposition to

biological matter is related to the type of sensor. In the case of internal sensors

(inside the body) degradation degree is faster and, as a consequence, the

performance would be decreased and the structure-design will be compromised.

Biomedical sensors should have a flexible base structure capable of deforming and

adapting to body form. The latest research has been testing and developing

biocompatible polymers with excellent mechanical properties. The principal

biomedical applications are generating wound-relief membranes with drug delivery

[111], adhesives for biological implants, sensor skin support [112], cartilage and

artificial meniscus [113], and eye-drop lubricant and fibers [114].

Radiation-induced grafting is presented as an alternative method for function-

alization of polymer surfaces to improve biocompatibility of biosensors. Not only

can they improve biocompatibility, molecules or polymers sensitive to electrical,

magnetic, or chemical changes can be grafted, meaning a higher sensitivity,

resistance, and specificity to certain biological processes. Poly(vinyl alcohol) (PVA)

is one of the polymers used for this purpose. It is both water-soluble and flexible,

characteristics that increase biocompatibility and mechanical resistance, respec-

tively. Another polymer is PS, which excellent biocompatibility, low permeability,

non toxicity, has good adsorption, mechanical, and chemical resistance. All of these

features make polystyrene a candidate for use as a base for immobilizing enzymes

[115] and drug delivery [116]. PMMA is another biomedical material that is

Table 3 Types of sensors

(interface)
Non-contacting (non-invasive)

Skin surface (contacting)

Indwelling (minimally invasive)

Implantable (invasive)

Table 4 General classification

of sensors (biomedical

application)

Physical structure Chemical structure

Mechanical Electrochemical

Electric Photometric

Thermal Bioanalytic

Optical Gas

Geometric Physical chemical methods

Hydraulic
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resistant to inorganic solvents, has good optical capacity (92 % transparency), a

high rate of refraction and biocompatibility. A common application is for intra-

ocular lenses, dental prosthesis [114], thin films, electronic skin devices, and

support [112].

Other materials with the possibility of being grafted for sensor applications are

conductive polymers (CP). Unless the knowledge about the amorphous structure on

polymers and classified like electrical isolators, the CP have conducting properties

achieved by incorporation of small concentrations of conducting materials (doping)

or by inclusion of conjugated p electrons systems [117]. In some cases, CP let a

good flow of electrons closing to conductivity values of some metals ([103 S/cm).

Polymeric materials with conductive properties gather structural physical–chemical

characteristics inherent to polymers with electrical conductivity of metals [118].

One of the most used conductive polymers is polypyrrole (PPy) due to its

characteristics of high conductivity, biocompatibility, oxide-reduction activity,

ductility, possibility of surface modification [119], capability to form thin films

[120], and corrosion protection [121]. Grafting polypyrrole molecules onto different

substrates generates materials with applications in organic electronic devices [121],

rechargeable batteries, light emission diodes (LED) [118], electrochemical sensors

[121], thin films [119], synthetic fibers, and protection shields on semiconductors

[120]. Another CP is the polyaniline (PANI). Chemical and thermal stability,

controllable conductivity, high conductivity in terms of frequency, electromagnetic

shield interference and microwave absorption [122] are their common character-

istics, and are usually used to fabricate low-cost photovoltaic panels, high-

performance batteries [119], organic volatile compound detectors [123], and organic

electronic circuits [124]. Another material is the polythiophene (PT), with properties

like biocompatibility, possibility of chemical modification, high conductivity, and

stability, being one of the early organic materials used in the electronic industry,

like FET transistors [125] and semiconductor films [126]. All of these materials

modify their conductive properties through increasing or decreasing the electrical

resistance based upon reactions of oxide-reduction.

5.3 Grafting Polymer Matrixes for Cell and Tissue Cultivation

Another important application for radiation grafting technique is the modification of

biomaterials to enhance or lighten-up interactions with living tissues. The surface of

the biomaterial comes in contact with the living tissues, thus the initial response of

the body towards a biomaterial depends on its characteristics. Hence, proper

designing and/or modification of the surface is of considerable importance for

enhanced compatibility of the biomaterial. In the tissue compatibility case, two

types of reactions can occur: inflammation and immunogenicity, but in the blood

compatibility the fastest reaction is often thrombogenicity. The inevitable inflam-

mation in the tissue compatibility occurs around the implanted material and its

function is to allow elimination of dead cell debris and further tissue repair. A

material of optimal biocompatibility should not increase the intensity and duration

to the basic response, nor prevent the tissue repair. The interactions between blood

and a polymer surface depend on various parameters determined by the structure
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(e.g., crystallinity, molecular conformation, roughness, rigidity, and degradation),

composition (e.g., chemical group associated with the hydrophilic/hydrophobic

balance, type of electrical charge, ionizable groups, and micro-domains), and

dimensions (e.g., surface area and size) of the material. Grafting several molecules

on the biomaterial surface allows us to modify these parameters and characteristics

in order to promote tissue growth and, as a consequence, the acceptance of the

polymeric material by living tissue and biocompatibility. These reactions are

generally different for each material, but at the design and synthesis of a polymer for

biomedical use, these parameters must be taken into account [127, 128].

Current approaches are giving considerable efforts in providing niche theories

and solid bases considering a pore-size perspective ranging from nano to

micrometer range, trying to establish a direct connection with cell growth. In this

context, several works are being carried out considering the development of

scaffolds with well-defined pore size and distribution [129, 130]. Apart from a size

perspective, grafting of biomolecules of biomedical interest may also be directed

towards functionalization of surfaces and polymers that were seek for site specific

delivery, provide biological affinity, among other properties. From a developmental

point of view, several modifications may be carried out on a surface or backbone

level for improving biological affinity [131–133]. Within this perspective, several

potential biomolecules may be grafted onto polymeric matrixes, also along polymer

structure, including proteins [131–134], growth factors [135], among other

biomolecules of interest.

A highlighted and renowned application for grafted polymer and grafted polymer

matrices is related to cell and tissue cultivation, whereas grafting of biological

substances or other bioactive compounds onto polymer substrates has been proven

effective towards controlling important parameters for cell growth and tissue

development, which may somehow modulate cell affinity and therefore provide

control over the process. Thus, when it comes to tissue engineering or cell

cultivation, lots of attention has been driven towards the development of smart

matrices capable of promoting cell attachment and adhesion and cell growth

[136–139].

Advanced systems comprise stimuli-responsive materials, e.g., thermoresponsive

matrices [135], which may modulate cell affinity as a function of temperature. In

practical terms, these systems allow cell cultivation with adequate adherence by

providing a suitable microenvironment for cell and tissue growth, and when

appropriate, changes in temperature lead to complete cell detachment, which is

adequate for quick tissue removal, without requiring direct handling.

6 Conclusions and Remarks

In terms of relevance, the contribution of polymer grafting to the advancement of

materials science is well established, as it unraveled novel applications for

conventional materials as a result of the responsive or tunable properties added to

the products through the grafting process. Within this context, this chapter detailed

the state of the art of polymer grafting, by means of high-energy irradiation,
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including fundamental aspects of synthesis and characterization, with focus on the

functionalization of surfaces for biomedical applications.

Three techniques are currently available for the development of grafted polymers

or functionalization of surfaces with stimuli-responsive polymers by the use of high-

energy irradiation, known as the pre-irradiation method, pre-irradiation oxidative

method, and the direct method. Such techniques lead to distinct grafting and

homopolymer formation yields and require different experimental parameters or

conditions to be applied. Thus, the selection of the method should rely on the

characteristics of the monomer or functional group, and the polymer itself, as well

as the desired properties to be achieved.

Radiation-grafting has advantages over conventional methods, including the lack

of a needed catalyst or additives to initiate the reaction, and usually, no changes of

the mechanical properties with respect to the pristine polymeric matrix are

observed. In addition to these characteristics, irradiation may allow simultaneous

sterilization of the systems, depending upon the irradiation dose.

Finally, some applications of grafted polymers and grafted polymer-based

materials were described including the development of graft biomaterials for drug

delivery, graft sutures, and for use as biosensors. The main advancement provided

by the technique towards biomaterial development concerns the possibility to

originate materials capable of responding to biological or microenvironmental

changes, without the need for an external interference. In terms of drug delivery as

an example, the benefits arise as low doses of medicines may be administered in

longer periods of time with less toxicity as a consequence. On this account, future

perspectives abound as novel possibilities and functionalized materials are created

continuously in the search to solve issues regarding drawbacks of polymers or

polymer-based materials.
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IXRc^a <& DX]^%EP\^b)$ <& =ek] AT[l]STi%CacXi*$ 4[TYP]Sa^ EP\^b%5P[[TbcTa^b) P]S 8\X[X^ 5dRX^)

,=NIVERSIDAD 5ACIONAL (UT_NOMA DE 4]XICO# *IUDAD =NIVERSITARIA# *+4@# 4EXICO' -*65(*Y<&*ENTRO DE

0NVESTIGACI_N EN 8U^MICA (PLICADA# ;ALTILLO# 4EXICO

%# <AGEB6H5G<BA

Ab]h]U``m' h\Y hYfa #V]cdc`maYf$ kUg igYX hc XY!bY dc`maYf]W aUWfcac`Y(

Wi`Yg cZ \][\ ac`YWi`Uf kY][\h ZcfaYX Vm \ibXfYXg cf h\cigUbXg cZ

fYdYUhYX giVib]hg' k\]W\ UfY WcjU`Ybh`m VcbXYX UbX dfcXiWYX Vm `]j]b[ cf(

[Ub]gag) Abg]XY h\]g XY!b]h]cb' h\YfY UfY h\fYY jUf]Yh]Yg cZ V]cdc`maYfg h\Uh

WUb VY WUhU`c[YX ]b ZUa]`]Yg5 dc`mbiW`Ych]XYg #JF8 UbX <F8$' dc`mgUWW\U(

f]XYg #ghUfW\ UbX W\]h]b$' UbX dfchY]bg #!Vfc]b' [`cVi`]b' YhW)$) @ckYjYf'

bck h\Y hYfa #V]cdc`maYf$ ]g igYX Zcf aUhYf]U`g Yjc`jYX Zfca V]c`c[]WU`

gcifWYg #V]cXY[fUXUV`Y$ #L\U_if Yh U`)' -+,1$' giW\ Ug a]Wfccf[Ub]gag'

d`Ubhg cf hfYYg #V]cVUgYX$' UbX Zcf V]cWcadUh]V`Y gmbh\Yh]W dc`maYfg cV(

hU]bYX Vm W\Ya]WU` aYh\cXg #bcbV]cXY[fUXUV`Y cf V]cXY[fUXUV`Y$' Zcf

]bghUbWY' h\Y dc`m#`UWh]W UW]X$ #HD8$ #@iUb[ Yh U`)' -+,.U$ UbX dc`m#[`mWc`]W

UW]X$) Kc h\YfY ]g bch Ub YlUWh XY!b]h]cb cZ V]cdc`maYfg VYWUigY gcaY Ui(

h\cfg ZcWig cb h\Y V]cXY[fUXUV]`]hm cZ dc`maYfg UbX ch\Yfg cb h\Y cf][]b

cZ h\Y dc`maYf]W aUhYf]U`) 8`h\ci[\ h\Y hYfa V]cdc`maYf ]g igYX Zcf V]c(

VUgYX UbX Zcf V]cXY[fUXUV`Y dc`maYfg' h\Ym \UjY jYfm X]ZZYfYbh aYUb]b[g'

UbX ]b acgh WUgYg' h\Ym \UjY X]ZZYfYbh Udd`]WUh]cbg) 9]cVUgYX dc`maYfg UfY

bUhifU` V]caUWfcac`YWi`Yg gmbh\Yg]nYX h\fci[\ V]c`c[]WU` dfcWYgg #CUd`Ub'

,443$ giW\ Ug dc`mgUWW\Uf]XYg #W\]h]b' WY``i`cgY' YhW)$) Gb h\Y ch\Yf \UbX' U

V]cXY[fUXUV`Y dc`maYf ]g U aUhYf]U` gigWYdh]V`Y hc XY[fUXUh]cb Zcf V]c`c[]WU`

ZUWhcfg' giW\ Ug a]Wfccf[Ub]gag cf Vm Ybj]fcbaYbhU` UWh]cbg' Ug h\Ym UfY h\Y

!bU` dfcXiWhg cZ h\Y dfcWYgg cZ WUfVcb X]cl]XY UbX kUhYf6 \ckYjYf' ]h XcYg

bch aYUb h\Uh h\Y aUhYf]U` \Ug ghf]Wh`m U V]c`c[]WU` cf][]b VYWUigY h\YfY UfY

U`gc V]cXY[fUXUV`Y dc`maYfg h\Uh UfY dYhfc`Yia(VUgYX' Zcf YlUad`Y'

dc`m#!(WUdfc`UWhcbY$ #H;D$ UbX dc`m#Vihm`YbY giWW]bUhY$ #H9K$) L\Y

1PVWVS^TLX 6XHMZPUN/ 0WWSPJHZPVUY# OZZW/$$K]#KVP#VXN$&%#&%&+$1.,-"%"&'"-&%)+'"%#%%%%+"*

;cdmf][\h ! -+,3 =`gYj]Yf AbW) 8`` f][\hg fYgYfjYX) *(-



]bhYfYgh ]b W\UfUWhYf]gh]Wg UbX dfcdYfh]Yg cZ V]cdc`maYfg \Ug VYYb ]bWfYUg]b[

XiY hc V]cWcadUh]V]`]hm k]h\ h\Y \iaUb VcXm #FUjU(Gfh|n Yh U`)' -++46 B]Ub[

UbX R\Ub[' -+,.$)

KcaY Uih\cfg U`gc W`Ugg]Zm h\Y dc`maYfg igYX ]b h\Y \YU`h\ gW]YbWYg !Y`X Ug

V]cdc`maYfg #cf V]caYX]WU` dc`maYfg$' Vih ]b h\]g WUgY' h\Ym UfY WU``YX #V]c(

dc`maYfg$ VYWUigY h\Ym UfY ]b X]fYWh WcbhUWh k]h\ V]c`c[]WU` gmghYag) 9ch\

bUhifU` UbX gmbh\Yh]W dc`maYfg UfY ]bW`iXYX ]b h\]g XY!b]h]cb #NUb XY NY`XY

UbX C]Y_Ybg' -++-$) Ah ]g ]adcfhUbh hc aYbh]cb h\Uh acgh cZ h\Y V]caYX]WU`

dc`maYfg UfY Zfca Zcgg]` ZiY` gcifWYg' UbX h\Ym \UjY aUbm Udd`]WUh]cbg ]b

aYX]W]bY' giW\ Ug aYX]WU` XYj]WY WcUh]b[ UbX Xfi[ XY`]jYfm gmghYag' UbX

UfY ]b \][\ XYaUbX XiY hc h\Y]f WcadUh]V]`]hm k]h\ `]j]b[ h]ggiY #V]cWcadUh(

]V]`]hm$) L\Y V]cdc`maYfg WUb VY W`Ugg]!YX VUgYX cb h\Y]f cf][]b UbX V]cXY(

[fUXUV]`]hm #LUV`Y 1),$) Ab h\]g W\UdhYf' kY k]`` X]gWigg h\Y acX]!WUh]cb cZ

bUhifU` UbX gmbh\Yh]W V]cdc`maYfg cVhU]bYX Zfca Vch\ fYbYkUV`Y UbX dYhfc(

`Yia gcifWYg Vm Udd`m]b[ fUX]Uh]cb [fUZh Wcdc`maYf]nUh]cb hYW\b]eiYg) 8`gc'

kY k]`` XYgWf]VY h\Y]f dchYbh]U` V]caYX]WU` Udd`]WUh]cbg)

&# 4<BCB?L@7EF

FUhifU` dc`maYfg ZfYeiYbh`m \UjY U kY``(XY!bYX ghfiWhifY UbX UXcdh gdY(

W]!W .(< g\UdYg6 h\]g ZUWhcf ]b gdYW]!W aU_Yg h\Ya V]c`c[]WU``m UWh]jY)

>cf ]bghUbWY' \Yac[`cV]b kci`X bch VY UV`Y hc hfUbgdcfh clm[Yb ]b h\Y

V`ccX ]Z ]h kUg bch VYbh ]b eiUhYfbUfm ghfiWhifY #Ec\Ub Yh U`)' -+,1$) L\Y

]adcfhUbWY cZ bUhifU` dfcXiWhg Zcf V]caYX]WU` Udd`]WUh]cbg \Ug VYWcaY

YlhfYaY`m W`YUf k]h\ ]bWfYUg]b[ Yad\Ug]g cb h\Y]f dchYbh]U` Udd`]WUh]cbg ]b

h\Y V]caYX]WU` !Y`X) 9]cdc`maYfg cZ Vch\ bUhifU` UbX gmbh\Yh]W cf][]b

\UjY VYYb ]bhYbg]jY`m ghiX]YX Zcf h\Y]f dcgg]V`Y igY Ug Xfi[ XY`]jYfm gmghYag

UbX Yb[]bYYf]b[ h]ggiY) L\Y aU]b X]ZZYfYbWY VYhkYYb V]cdc`maYfg Zfca bUh(

ifU` gcifWYg UbX dYhfc`Yia(VUgYX cbYg ]g ]b h\Y]f gighU]bUV]`]hm) 8bch\Yf

dfcdYfhm h\Uh X]gh]b[i]g\Yg h\Y bUhifU` dc`maYfg ]g h\Y]f Wcad`Yl ac`YWi`Uf

UggYaV`]Yg WcadUfYX k]h\ h\Y g]ad`Yf ghfiWhifY cZ gmbh\Yh]W dc`maYfg)

&#% APcdaP[ 4X^_^[h\Tab

FUhifU` dc`maYfg WUb VY W`Ugg]!YX ]bhc h\fYY [fYUh [fcidg5 dc`mgUWW\Uf]XYg'

k\]W\ UfY WcadcgYX cZ [`iWcg]X]W WcadcibXg #Y)[)' WY``i`cgY' ZcibX ]b

d`Ubhg$6 dfchY]bg' k\]W\ UfY Wcbgh]hihYX cZ Ua]bc UW]Xg #Y)[)' amc[`cV]b

ZcibX ]b aigW`Y h]ggiYg$6 UbX biW`Y]W UW]Xg #JF8' <F8' [YbYh]W aUhYf]U`

cZ Ubm `]j]b[ cf[Ub]ga$) FUhifU` dc`maYfg UfY dfcXiWYX Vm d`Ubhg cf a]Wfc(

cf[Ub]gag UbX h\YfYZcfY UfY k]XY`m X]ghf]VihYX ]b bUhifY) EUbm bUhifU` V]c(

dc`maYfg UfY fYWc[b]nYX Vm V]c`c[]WU` Ybj]fcbaYbhg UbX WUb VY Y`]a]bUhYX

Zfca h\Y VcXm Vm aYhUVc`]W XY[fUXUh]cb) 8`gc' bUhifU` dc`maYfg aUm Ujc]X
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h\Y gh]ai`Uh]cb cZ h\Y ]aaibc`c[]WU` gmghYa gc' h\Ym WUb VY igYX Zcf

V]caYX]WU` Udd`]WUh]cbg k]h\ YjYb `Ygg f]g_g h\Ub gmbh\Yh]W dc`maYfg) >cf

h\YgY fYUgcbg' aUbm V]cdc`maYfg \UjY VYYb ]bhYbg]jY`m ghiX]YX6 UWhiU``m'

aUbm cZ h\Ya \UjY VYYb U`fYUXm igYX ]b d\UfaUWYih]WU`g Zcf \iaUb Ug Yl(

W]d]Ybhg #CUfc`Yk]Wn' -+,0$' dfcgh\Yh]W dUfhg' ]aU[]b[ Udd`]WUh]cbg' UbX U`gc

Ug Xfi[ XY`]jYfm gmghYag) @ckYjYf' bUhifU` dc`maYfg \UjY ]b\YfYbh "Yl](

V]`]hm UbX dccf aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg) Ab cfXYf hc cjYfWcaY h\YgY dfcV`Yag'

\UjY YaYf[YX aYh\cXg hc fY]bZcfWY h\Y]fg ghfiWhifYg ]b cfXYf hc hU_Y UXjUb(

hU[Y h\Y]f V]cWcadUh]V]`]hm _bck]b[ h\Uh h\YfY ]g U [fYUh bYYX hc XYjY`cd

\][\(dYfZcfaUbWY aUhYf]U`g aUXY Zfca bUhifU` gcifWYg #Qi Yh U`)' -++1$)

EYh\cXg giW\ Ug V`YbX]b[' [fUZh]b[' UbX Wfcgg(`]b_]b[' UfY gcaY cZ h\Y hYW\(

b]eiYg igYX hc fYUW\ h\Y cV^YWh]jY) 9]cdc`maYfg Zfca fYbYkUV`Y gcifWYg

\UjY UhhfUWhYX UhhYbh]cb XiY hc X]gWcjYf]b[ h\Y]f jUf]cig V]c`c[]WU` UWh]j]h]Yg6

aUbm cZ h\Ya \UjY VYYb igYX ]b jUf]cig d\UfaUWYih]WU` Zcfai`Uh]cbg)

KcaY YlUad`Yg cZ h\Y acgh ]bjYgh][UhYX bUhifU` V]cdc`maYfg #>][) 1),$ UfY

XYgWf]VYX VY`ck)

! 02143/ (!#
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;Y``i`cgY #dc`m(,'/( ([`iWcdmfUbcgY$ ]g k]h\cih U XciVh h\Y acgh d`Ybh]Zi`

V]cdc`maYf cb YUfh\ UbX ]g h\Y aU]b WcadcbYbh cZ d`Ubhg #CUVUbcj Yh U`)'

-++4$) ;Y``i`cgY UbX ]hg XYf]jUh]jYg \UjY dchYbh]U` Zcf aUbm Udd`]WUh]cbg ]b

V]caYX]W]bY) Ahg ghfiWhifY Wcbg]ghg ]b U W\U]b cZ <(Ub\mXfc[`iWcdmfUbcgY

ib]hg VcbXYX Vm [`mWcg]X]W (#,&/$ `]b_U[Yg #Bc\b UbX L\caUg' -++3$) ;Y`(

`i`cgY ]g ]bgc`iV`Y ]b Wcaacb cf[Ub]W gc`jYbhg XiY hc h\Y G@ dc`Uf [fcidg'

k\]W\ YghUV`]g\ U `ch cZ \mXfc[Yb VcbXg k]h\ \mXfclm` [fcidg #G@$ cb

Wcbh][icig W\U]bg) L\YfYZcfY U W\Ya]WU` acX]!WUh]cb ]g bYWYggUfm hc cVhU]b

gc`iV`Y Yh\Yf' YghYf' cf UWYhU` XYf]jUh]jYg UbX gc Yld`c]h ]hg dfcdYfh]Yg ]b h\Y

V]caYX]WU` !Y`X) ;Y``i`cgY UbX ]hg XYf]jUh]jYg \UjY VYYb igYX ]b bUbc!Vf]`g

Zcfa #?UbX]b]' -++3$ VYWUigY h\Ym UfY V]cXY[fUXUV`Y UbX WUb VY igYX Zcf

aYX]WU` difdcgYg) ;UfVclmaYh\m`WY``i`cgY #;E;$ ]g h\Y aU^cf WY``i`cgY

YghYf igYX ]b gYjYfU` Xfi[ XY`]jYfm UbX h]ggiY Yb[]bYYf]b[ difdcgYg #L\caUg

Yh U`)' -+,1$6 Zcf YlUad`Y' Udcacfd\]bY #U Xfi[ igYX hc fY[i`UhY achcf fY(

gdcbgYg ]b HUf_]bgcb"g X]gYUgY$ \Ug VYYb ]bWcfdcfUhYX ]bhc ;E; dckXYf

Zcf U Zcfai`Uh]cb Yl\]V]h]b[ U gighU]bYX fY`YUgY)

;\]hcgUb ]g U dc`mgUWW\Uf]XY WcaaYfW]U``m UjU]`UV`Y cVhU]bYX Zfca h\Y \m(

Xfc`mg]g cZ W\]h]b) Ah ]g gc`iV`Y ]b UW]X]W UeiYcig aYX]U UbX ]g WcadcgYX dfY(

Xca]bUbh`m Vm #,&/$(`]b_YX -(Ua]bc(-(XYclm( (<([`iWcdmfUbcgY) L\]g

V]cdc`maYf WUb VY igYX ]b gc`ih]cbg' \mXfc[Y`g' UbX aUWfc*bUbcdUfh]W`Yg'

UbX h\YfYZcfY W\]hcgUb ]g ibXYf ]bhYbg]jY ]bjYgh][Uh]cb Zcf U VfcUX jUf]Yhm

cZ V]caYX]WU` Udd`]WUh]cbg giW\ Ug Xfi[ WUff]Yfg' [YbY XY`]jYfm' V]c!VYfg

UbX V]cWcadcg]hYg #>Ufi_ Yh U`)' -+,-$' kcibX \YU`]b[' h]ggiY Yb[]bYYf]b['

jUWW]bY XY`]jYfm #Ccddc`i Yh U`)' -+,/$' UbX WcgaYh]W dfcXiWhg #EinnUfY``]

UbX EinUfY``]' -++0$) ;\]hcgUb \Ug U WUh]cb]W bUhifY XiY hc h\Y dfYgYbWY cZ

Ua]bc [fcidg ]b ]hg ghfiWhifY' k\]W\ UfY YUg]`m dfchcbUhYX ]b UW]X]W aYX]U)

L\]g dfcdYfhm `YUXg h\Y ]bhYfUWh]cb k]h\ bY[Uh]jY gaU`` ac`YWi`Yg UbX

V]c`c[]WU` gmghYag) ;\]hcgUb ]g U`gc _bckb hc \UjY Ubh]VUWhYf]U` dfcdYfh]Yg

h\Uh UfY Uhhf]VihYX hc h\Y UhhUW_ cZ bY[Uh]jY`m W\Uf[YX [fcidg cb h\Y WY``

kU`` Vm dcg]h]jY`m W\Uf[YX W\]hcgUb dc`maYfg #8fUjUaiX\Ub Yh U`)' -+,/$)

L\]g fYgi`hg ]b WY`` aYaVfUbY fidhifY' `YU_U[Y cZ ]bhYfWY``i`Uf aUhYf]U`'

UbX YjYbhiU``m `YUXg hc WY`` XYUh\) EiW\ YZZcfh \Ug VYYb aUXY hfm]b[ hc

WcaV]bY h\Y ]bhYfYgh]b[ dfcdYfh]Yg cZ W\]hcgUb k]h\ gcaY gmbh\Yh]W dc`maYfg

Vm d\mg]WU` UbX W\Ya]WU` aYh\cXg ]b cfXYf hc cVhU]b \mVf]X dc`maYf]W

aUhYf]U`g k]h\ hU]`cfYX dfcdYfh]Yg Zcf ]hg dcgg]V`Y igY ]b V]caYX]W]bY

#EUg @Uf]g' -+,.$)

8`[]bUhYg UfY dc`mgUWW\Uf]XYg dfcXiWYX Vm U k]XY jUf]Yhm cZ Vfckb gYU(

kYYXg #3AMARIA gd)' 4ACROCYSTIS gd)' 3ESSONIA gd)' YhW)$ UbX WUb VY gmbh\Y(

g]nYX Vm gcaY VUWhYf]U) Ecgh cZ h\Y U`[]bUhYg igYX cb U `Uf[Y gWU`Y UfY

YlhfUWhYX Zfca bUhifU` gcifWYg giW\ Ug gYUkYYXg) L\Y acgh ]bhYfYgh]b[ dfcd(

Yfhm cZ U`[]bUhY ]g ]hg UV]`]hm hc [Y` ]b h\Y dfYgYbWY cZ WUh]cbg giW\ Ug ;U- UbX

#=BCB?K@8EF *(1



9U- #E][bcb Yh U`)' -+,1$) 8`[]bUhYg dfYgYbh YbnmaUh]W XY[fUXUh]cb ]b h\Y

VcXm' k\]W\ fYdfYgYbhg Ub UXjUbhU[Y cf X]gUXjUbhU[Y XYdYbX]b[ cb h\Y dif(

dcgY cZ ]hg Udd`]WUh]cb) Lc Ujc]X h\Y]f XY[fUXUh]cb' U`[]bUhYg UfY ZfYeiYbh`m

WcaV]bYX k]h\ ch\Yf dc`maYfg hc Yb\UbWY h\Y]f aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg)

L\Y \][\ \mXfcd\]`]W]hm cZ U`[]bUhYg fYbXYfg h\Y aUhYf]U` V]cWcadUh]V`Y

UbX bcb]aaibc[Yb]W6 h\YfYZcfY ]h ]g k]XY`m igYX ]b h\Y d\UfaUWYih]WU` ]b(

Xighfm Ug U Xfi[ YlW]d]Ybh' `]_Y XYbhU` ]adfYgg]cb aUhYf]U`' UbX Ug U aUhYf]U`

Zcf kcibX XfYgg]b[ #8fUjUaiX\Ub Yh U`)' -+,/$)

L\Y dc`m#.(\mXfclmU`_UbcUhYg$ #H@8$ ]g Ub ]adcfhUbh dc`maYf ZUa]`m h\Uh

\Ug [U]bYX g][b]!WUbh UhhYbh]cb) L\Y #H@8$g UfY Ub UffUm cZ `]bYUf UbX

V]cXY[fUXUV`Y dc`mYghYfg #K\U\ Yh U`)' -++3$ h\Uh UfY dfcXiWYX Vm aUbm gdY(

W]Yg cZ a]Wfccf[Ub]gag h\fci[\ h\Y ZYfaYbhUh]cb cZ gi[Ufg UbX `]d]Xg' Uacb[

ch\Yf cf[Ub]W WcadcibXg' U`h\ci[\ h\Ym U`gc WUb VY cVhU]bYX Vm h\Y f]b[

cdYb]b[ dfcWYgg cZ (`UWhcbYg) L\YgY V]cdc`maYfg UfY gigWYdh]V`Y hc XY[fU(

XUh]cb ]b `]j]b[ gmghYag' bcbhcl]W' UbX V]cWcadUh]V`Y k]h\ h\Y \iaUb VcXm6

h\YfYZcfY h\Ym UfY dUfh]Wi`Uf`m ghiX]YX Zcf Xfi[ fY`YUg]b[ ]b aYX]W]bY Ug

V]cXY[fUXUV`Y aUhf]l' gif[]WU` gkUVg #Qi Yh U`)' -++1$' kcibX XfYgg]b['

UbX V`ccX(WcadUh]V`Y aYaVfUbYg' YhW) Hc`m#`UWh]W UW]X$ ]g U W`Ugg cZ `]bYUf

U`]d\Uh]W dc`mYghYf k\cgY cf][]b ]g Zfca fYbYkUV`Y gcifWYg #ZYfaYbhUh]cb

cZ `UWh]W UW]X$) 8`gc' ]h WUb VY cVhU]bYX Vm dc`mWcbXYbgUh]cb cZ `UWh]W UW]X

cf Vm f]b[ cdYb]b[ dc`maYf]nUh]cb cZ `UWh]XY) Ah ]g Wcbg]XYfYX U V]cXY[fUXUV`Y

UbX WcadcghUV`Y dc`maYf #DiWUg Yh U`)' -++3$' UbX ]h WUb VY igYX hc aUbi(

ZUWhifY V]cUVgcfVUV`Y aYX]WU` XYj]WYg #K\]g\Uhg_UmU' -++/$)

&#& Fh]cWTcXR 4X^_^[h\Tab

Ab aUbm Udd`]WUh]cbg' h\Y dYhfc`Yia(VUgYX V]cdc`maYfg \UjY VYYb XYacb(

ghfUhYX Ug VYhhYf h\Ub h\Y bUhifU` cbYg ]b aUbm UgdYWhg giW\ Ug ghUV]`]hm'

Wcadcg]h]cb' aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg' UbX fYg]ghUbWY hc XY[fUXUh]cb #8VVUg]

Yh U`)' -++,$) ?YbYfU``m' gmbh\Yh]W V]cdc`maYfg UfY \mXfc`mh]WU``m acfY ghUV`Y

h\Ub bUhifU` V]cdc`maYfg' UbX h\YfYZcfY UfY YlhYbg]jY`m ghiX]YX' YgdYW]U``m ]Z

h\Ym UfY V]cWcadUh]V`Y UbX*cf V]cXY[fUXUV`Y) KcaY YlUad`Yg cZ gmbh\Yh]W

dc`maYfg g\ck]b[ V]cXY[fUXUV]`]hm UfY h\Y U`]d\Uh]W dc`m#YghYf$g' dc`m#[`m(

Wc`]W UW]X$ #H?8$' HD8' UbX dc`m#!(WUdfc`UWhcbY$ #DiWUg Yh U`)' -++3$)

L\Y gmbh\Yh]W V]cdc`maYfg WUb VY a]lYX k]h\ bUhifU` cbYg hc Yb\UbWY h\Y

V]cXY[fUXUV]`]hm' cf ]hg V]cWcadUh]V]`]hm #KhYY`Y Yh U`)' -+,,$)

Hc`m#[`mWc`]W UW]Xg$ UfY Ub UffUm cZ `]bYUf dc`m#YghYf$ W\UfUWhYf]nYX Vm h\Y]f

\][\ WfmghU``]b]hm UbX V]cWcadUh]V]`]hm k]h\ \iaUb h]ggiY) L\Ym UfY

Wcaacb`m gmbh\Yg]nYX j]U f]b[ cdYb]b[ dc`maYf]nUh]cb cZ [`mWc`]XY)

L\Ym UfY ZfYeiYbh`m igYX Zcf aYX]WU` XYj]WY aUbiZUWhif]b[' gihifYg' V]c(

]ad`Ubhg' Xfi[ WUff]Yfg' VcbYg !lUh]cb dUfhg' UbX gWUZZc`Xg Zcf h]ggiY
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Yb[]bYYf]b[ #Ec\UWY_(?fcgYj Yh U`)' -+,0$) Gb h\Y ch\Yf \UbX' dc`m#!(WUd(

fc`UWhcbY$ #H;D$ ]g U Zcgg]` ZiY`(VUgYX U`]d\Uh]W dc`mYghYf' gmbh\Yg]nYX Vm

f]b[(cdYb]b[ dc`maYf]nUh]cb cZ #!(WUdfc`UWhcbY$ ]b h\Y dfYgYbWY cZ cf[Ub]W

aYhU` Wcad`YlYg Ug WUhU`mghg) H;D ]g U dc`maYf h\Uh g\ckg U gYa]WfmghU``]bY

ghfiWhifY k]h\ [ccX "Yl]V]`]hm' V]cWcadUh]V]`]hm' UbX V]cXY[fUXUV]`]hm6 h\YfY(

ZcfY ]h ]g Wcaacb`m igYX Zcf dfYdUf]b[ gWUZZc`Xg XiY hc ]hg UV]`]hm hc giddcfh U

jUf]Yhm cZ WY``g #KhYY`Y Yh U`)' -+,,$) 9Yg]XYg' H;D XcYg bch g\ck WY`` UX\Y(

g]cb UbX dfc`]ZYfUh]cb6 !fgh' VYWUigY ]h \Ug dccf gifZUWY kYhh]b[ UbX gYWcbX'

XiY hc ]hg dccf ]bhYfUWh]cb k]h\ V]c`c[]WU` "i]Xg #Ec\Ub Yh U`)' -+,1$) L\Y

]adcfhUbWY cZ h\]g dc`maYf `]Yg ]b ]hg V]cXY[fUXUV]`]hm ]b d\mg]c`c[]WU` Wcb(

X]h]cbg XiY hc h\Y YghYf `]b_U[Yg h\Uh UfY gigWYdh]V`Y hc \mXfc`mg]g aU]b`m ]b

VUg]W WcbX]h]cbg #K\]aUc' -++,6 JUa|fYn Yh U`)' -+,.$) L\]g W\UfUWhYf]gh]W

aU_Yg h\Y H;D jYfm igYZi` Zcf h\Y aUbiZUWhif]b[ cZ V]caYX]WU` XYj]WYg)

K]bWY ]hg XY[fUXUh]cb fUhY ]g `ckYf h\Ub cZ dc`m`UWh]XY' ]h ]g U gYf]cig WUbX](

XUhY hc VY igYX ]b h\Y aUbiZUWhifY cZ `cb[(hYfa ]ad`UbhUV`Y V]caUhYf]U`g)

Hc`m#Yh\m`YbY [`mWc`g$ #H=?$ UfY \][\`m V]cWcadUh]V`Y dc`maYfg k]h\ \][\

gc`iV]`]hm ]b Vch\ UeiYcig UbX cf[Ub]W gc`jYbhg' k\]W\ Wcbhf]VihYg hc ]hg

V]cWcadUh]V]`]hm UbX dfcWYggUV]`]hm' fYgdYWh]jY`m) <iY hc h\Y]f `ck hcl]W]hm

UbX bcb]aaibc[Yb]W]hm' dc`m#Yh\m`YbY [`mWc`g$ UfY Wcbg]XYfYX ]b h\Y WUhY(

[cfm cZ V]cdc`maYfg UbX h\YfYZcfY fYdfYgYbh Ub ]bhYfYgh]b[ W\c]WY Zcf h\Y

gifZUWY acX]!WUh]cb cZ dc`maYf]W aUhYf]U`g #KhYY`Y Yh U`)' -+,,$' dUfh]W`Yg'

UbX a]WY``Yg Zcf UWh]jY ac`YWi`Y hfUbgdcfh)

Hc`m#ifYh\UbY$g #dfcXiWYX Vm X]]gcWmUbUhY dc`mUXX]h]cb dfcWYgg$ UfY \][\`m

jYfgUh]`Y V]caUhYf]U`g k]h\ gYjYfU` Udd`]WUh]cbg Vm j]fhiY cZ h\Y]f dfcWYggUV]`(

]hm UbX \YacWcadUh]V]`]hm #P]Y Yh U`)' -++4$) ;cbgYeiYbh`m' h\Ym \UjY VYWcaY

Ub ]bhYfYgh]b[ W\c]WY Zcf `cb[(hYfa ]ad`UbhUh]cb Udd`]WUh]cbg' ]bW`iX]b[

WUfX]cjUgWi`Uf XYj]WYg UbX VfYUgh ]ad`Ubhg) Hc`m#ifYh\UbY$g UfY gmbh\Yh]W V]c(

aUhYf]U`g' UbX h\Ym dfYgYbh V]cXY[fUXUV]`]hm UbX V]cWcadUh]V]`]hm ]b h\Y \i(

aUb VcXm6 h\YfYZcfY' h\Ym UfY igYX ]b h\Y ZUVf]WUh]cb cZ V]cfYgcfVUV`Y

aUhYf]U`g #KUbhYffY Yh U`)' -++0$) Hc`m#Yh\m`YbY$' dc`m#dfcdm`YbY$' dc`m#hYhfU(

"icfcYh\m`YbY$' dc`m#j]bm`W\`cf]XY$' dc`m#ghmfYbY$' g]`]WcbY fiVVYf' YhW)' UfY

gmbh\Yh]W dc`maYfg UbX h\Ym UfY bcbV]cXY[fUXUV`Y #KUhmUbUfUmUbU Yh U`)'

-++46 K\U\ Yh U`)' -++3$6 \ckYjYf' h\Ym UfY k]XY`m igYX ]b h\Y V]caYX]WU` !Y`X

XiY hc h\Y bYWYgg]hm hc aUbiZUWhifY aYX]WU` XYj]WYg k]h\ [ccX aYW\Ub]WU`

dfcdYfh]Yg UbX `ck Wcgh #Qi Yh U`)' -++1$) L\]g _]bX cZ dc`maYf \Ug U \mXfc(

d\cV]W gifZUWY' k\]W\ ]g gigWYdh]V`Y hc a]WfcV]U` UX\Yg]cb' UbX h\YfYZcfY

aiW\ YZZcfh ]g VY]b[ aUXY hc cjYfWcaY h\]g dfcV`Ya) Lc ]adfcjY h\Y]f

V]cWcadUh]V]`]hm' h\Ym UfY acX]!YX UbX*cf ZibWh]cbU`]nYX k]h\ W\Ya]WU`

WcadcibXg h\Uh \UjY \mXfcd\]`]W ZibWh]cbU` [fcidg) Hc`m#WUfVclm`]W UW]Xg$'

dc`m#UWfm`Ua]XYg$ #;cbhfYfUg(?UfW|U Yh U`)' -++3$' dc`m#F(U`_m` Ua]bcYh\m`

aYh\UWfm`UhY"g$ dc`m#Yh\m`YbY [`mWc`g$' dc`m#YghYfg$' YhW)' UfY gcaY YlUad`Yg
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cZ dc`maYfg h\Uh \UjY VYYb igYX hc ]adfcjY h\Y \mXfcd\]`]W]hm cZ U \mXfcd\c(

V]W aUhYf]U`)

Hc`mY`YWhfc`mhYg \UjY kYU_ UW]Xg cf VUg]W [fcidg ]b h\Y]f ghfiWhifY' k\]W\

WUb UWWYdh cf XcbUhY dfchcbg ]b UeiYcig aYX]U XYdYbX]b[ cb d@ #8[i]`Uf

Yh U`)' -++2$) L\Y UZ!b]hm cZ h\YgY \mXfcd\]`]W [fcidg []jYg V]cWcadUh]V]`]hm

hc dc`maYf]W VUW_VcbY) Hc`m#UWfm`]W UW]X$ UbX dc`m#aYh\UWfm`]W UW]X$ UfY

gcaY YlUad`Yg cZ dc`mY`YWhfc`mhYg h\Uh \UjY VYYb ]bhYbg]jY`m ghiX]YX hc gmb(

h\Yg]nY \mXfc[Y`g #BU[if(?fcXn]bg_]' -+,+$' bUbcdUfh]W`Yg' a]WY``Yg' [fUZh

Wcdc`maYfg' Wcdc`maYfg' YhW) L\Ym \UjY aUbm Udd`]WUh]cbg ]b h\Y V]caYX(

]WU` !Y`X Ug [YbY UbX Xfi[ XY`]jYfm gmghYag' UbX Ug [`iWcgY gYbgcfg)

Hc`maYfg XYf]jYX Zfca F(U`_m` UWfm`Ua]XYg UbX F(U`_m` UWfm`UhYg UfY dc`m(

aYf]W WcadcibXg UV`Y hc YghUV`]g\ \mXfc[Yb VcbXg k]h\ kUhYf ac`YWi`Yg)

<iY hc h\Y]f \mXfcd\]`]W VY\Uj]cf' h\Ym UfY Wcbg]XYfYX V]cWcadUh]V`Y

#9cm_c Yh U`)' -++.$ UbX WUb VY Wcbg]XYfYX gi]hUV`Y Zcf h\Y]f igY ]b V]caYX(

]W]bY) KcaY YlUad`Yg cZ h\Y acgh ghiX]YX F(U`_m` UWfm`Ua]XYg UfY dc`m

#F(]gcdfcdm`UWfm`Ua]XY$ #HFAH88a$ #9fcaVYf[ UbX Jcb' ,443$'

F(j]bm`WUdfc`UWhUa #FN;D$' dc`m#F(#D$(#,(\mXfclmaYh\m`$dfcdm`aYh\U(

Wfm`Ua]XY$' dc`m#X]aYh\m`Ua]bcYh\m` aYh\UWfm`UhY$' dc`m#aYh\m` aYh\UWfm(

`UhY$' dc`m#Yh\m` aYh\UWfm`UhY$' YhW) L\YgY dc`maYfg WUb VY igYX Ug

]ad`UbhUh]cb cZ Ufh]!W]U` cf[Ubg UbX h]ggiYg' WcUh]b[ Xfi[g #Hf]mU BUaYg

Yh U`)' -+,/$' dfcXfi[g' dif]!WUh]cb cZ YbnmaYg #CcnUbc `i Yh U`)' -+,,$'

dfchY]bg' UbX aUbm ch\Yf d\UfaUWYih]WU` Udd`]WUh]cbg)

'# CEBC7EG<7F B8 4<BCB?L@7EF

9]cdc`maYf dfcdYfh]Yg UfY XYhYfa]bYX' Ug Ubm ch\Yf giVghUbWY cf WcadcibX'

Vm ]hg W\Ya]WU` Wcadcg]h]cb' ghfiWhifY' UbX dfcWYgg]b[) 9]cdc`maYfg UbX

h\Y]f XYf]jUh]jYg UfY X]jYfgY' UVibXUbh' UbX ]adcfhUbh Zcf `]ZY) L\Ym Yl\]V]h

ZUgW]bUh]b[ dfcdYfh]Yg UbX UfY cZ ]bWfYUg]b[ ]adcfhUbWY Zcf X]ZZYfYbh Udd`](

WUh]cbg) L\Y ]XYU cZ ig]b[ dc`maYfg #aUbiZUWhifYX$ Vm `]j]b[ cf[Ub]gag

]g VUgYX cb h\Y dfYa]gY h\Uh gcaYh\]b[ dfcXiWYX Vm bUhifY ]g bcbhcl]W6

h\YfYZcfY ]h ]g \Ufa`Ygg hc h\Y Ybj]fcbaYbh' UbX h\Y YWcgmghYa WUb

#aUbU[Y$ h\cgY WcadcibXg UbX dfcj]XY h\Y fYei]fYX WcbX]h]cbg Zcf giVgY(

eiYbh XY[fUXUh]cb UbX ]bhY[fUh]cb)

L\Y W\UfUWhYf]gh]Wg cZ V]cdc`maYfg UfY jYfm jUf]YX UbX ]b gcaY WUgYg X]g(

g]a]`Uf' Vih hkc cZ h\Ya h\Uh aigh VY dfYgYbh ]b U aUbXUhcfm kUm UfY

V]cWcadUh]V]`]hm UbX V]cXY[fUXUV]`]hm) 8g ZUf Ug d\mg]WU` dfcdYfh]Yg UfY Wcb(

WYfbYX' ]h ]g XYg]fUV`Y h\Uh h\Y V]caUhYf]U`g WUb VY aUbiZUWhifYX ]b X]ZZYfYbh

d\mg]WU` Zcfag' g]nYg' UbX "Yl]V]`]hm' U`` XYdYbX]b[ cb h\Y !bU` Udd`]WUh]cb)

Ab gcaY Udd`]WUh]cbg' ]h ]g fYei]fYX cf XYg]fYX hc dfcachY WY`` [fckh\
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#gWUZZc`Xg$ cf ch\Yfk]gY ]b\]V]h WY`` cf dfchY]b UX\Yg]cb h\Uh a][\h WUigY

gYjYfU` Wcad`]WUh]cbg) >cf h\YgY WUgYg' V]caUhYf]U`g WUb VY acX]!YX Vm

aYUbg cZ jUf]cig [fUZh]b[ hYW\b]eiYg' ]bWcfdcfUh]b[ WYfhU]b W\Ya]WU` ZibW(

h]cbU` [fcidg cb h\Y gifZUWY hc YbXck h\Ya cZ gi]hUV`Y W\UfUWhYf]gh]Wg Zcf

h\Y]f UXYeiUhY dYfZcfaUbWY ]b h\Y aYX]W]bY gYWhcf #>fUbW]g Yh U`)' -+,.6

?ibUh]``U_Y UbX 8X\]_Uf]' -++.$)

'#% 6T]bXch

Ecgh V]cdc`maYfg \UjY \][\Yf XYbg]h]Yg h\Ub gmbh\Yh]W UbU`c[g XYf]jYX

Zfca Zcgg]` ZiY`g) L\Y XYbg]hm k]`` VY XYhYfa]bYX Vm h\Y WfmghU``]b]hm cZ

h\Y dc`maYf' ghfiWhifY' ZibWh]cbU` [fcidg' UbX h\YfaU` \]ghcfm) L\]g ]g

VYWUigY h\Ym UfY Wcaacb`m \mXfcd\]`]W aUhYf]U`g' UbX h\Y]f dc`maYf W\U]bg

dfYgYbh ]bhfUac`YWi`Uf ]bhYfUWh]cbg h\fci[\ \mXfc[Yb VcbXg' WUig]b[ acfY

WcadUWh ac`YWi`Uf UffUb[YaYbhg) Hc`m#`UWh]W UW]X$' k\]W\ ]g h\Y acgh

k]XY`m igYX V]cXY[fUXUV`Y dc`maYf' \Ug Ub UjYfU[Y XYbg]hm cZ UVcih

,)-0+ [*Wa.' k\]W\ ]g aiW\ \][\Yf h\Ub dc`mc`Y!bg #+)33+&+)42+ [*Wa.$

#F]UcibU_]g' -+,0V$) LUV`Y 1)- g\ckg XYbg]h]Yg cZ h\Y acgh igYX V]cdc`m(

aYfg WcadUfYX hc gcaY cZ h\Y aU]b dYhfc`Yia(VUgYX dc`maYfg) <Ybg]hm ]g

cbY cZ h\Y fYUgcbg k\m V]cdc`maYfg UfY gi]hUV`Y Zcf h\Y XYjY`cdaYbh cZ ]a(

d`Ubhg UbX dfcgh\Yg]g)

'#& F^[dQX[Xch

L\Y gc`iV]`]hm cZ U V]cdc`maYf ]g XYhYfa]bYX Vm ]hg acfd\c`c[m #dc`Uf]hm'

dfYgYbWY cf UVgYbWY cZ WfmghU``]b]hm' YhW)$ UbX Wcadcg]h]cb) ?YbYfU``m' V]c(

dc`maYfg k]h\ \][\ WfmghU``]b]hm UfY acfY X]Z!Wi`h hc X]ggc`jY h\Ub h\cgY

GPQ[T .&* 7T]bXcXTb ^U APX] 5X^_^[h\Tab P]S B^]QX^STVaPSPQ[T

D^[h\Tab

4X^_^[h\Ta A^]QX^STVaPSPQ[T C^[h\Tab

C^[h\Ta 6T]bXch "V'R\+# C^[h\Ta 6T]bXch "V'R\+#

D+<5 )&)//&)&*.( 45F )&(,(&)&)*(

D<5<I )&*- Bh[^] . )&)+(&)&),(

D@4 )&*)(&)&*-( DD )&(

D@@4 )&*-(&)&*1( ;DDF )

D7@4 )&*-(&)&*/( <=DF )&(,(&)&(/(

bRD@4 )&*)(&)&+,* <7D8 (&1,)&(&1/(

D;4 )&-((&)&.1( H<AJD8 (&1+(&(&1+-

D6@ )&(.(&)&)+( D6'45F )&)*(&)&)-(

D5F )&*. D8G )&*
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k]h\ `ck WfmghU``]b]hm) >ifh\YfacfY' h\Y h\YfaU` \]ghcfm cZ h\Y V]cdc`maYf

aUm U`gc UZZYWh gc`iV]`]hm g][b]!WUbh`m #F]UcibU_]g' -+,0V$) 8acfd\cig

HD8 #k\]W\ ]g cbY cZ h\Y acgh k]XY`m igYX dc`maYfg Zcf h\Y XYjY`cdaYbh

cZ V]caUhYf]U`g$ ]g gc`iV`Y ]b aUbm cf[Ub]W gc`jYbhg giW\ Ug W\`cf]bUhYX \m(

XfcWUfVcbg' VYbnYbY' hYhfU\mXfcZifUb' UbX X]clUbY) Gb h\Y ch\Yf \UbX' Wfmg(

hU``]bY HD8 ]g gc`iV`Y ]b W\`cf]bUhYX \mXfcWUfVcbg UbX VYbnYbY Vih Uh

Y`YjUhYX hYadYfUhifYg) L\]g ]g U W`YUf YlUad`Y h\Uh h\Y acfY WfmghU``]bY

h\Ym UfY' h\Y `ckYf gc`iV]`]hm ]g) L\Y gc`iV]`]hm dUfUaYhYf cZ V]cdc`maYfg

WUb VY hibYX Vm UWYhm`Uh]cb) 8`hYfbUh]jY`m' U gc`jYbh"g gc`iV]`]hm dUfUaYhYf

WUb VY W\Ub[YX Vm UX^igh]b[ h\Y gc`iV]`]hm dUfUaYhYf cZ U bYUh cf a]lYX gc`(

jYbh) L\Y gaU``Yf h\Y X]ZZYfYbWY VYhkYYb h\Y gc`iV]`]hm dUfUaYhYfg cZ h\Y

dc`maYf UbX h\Y gc`jYbh' h\Y VYhhYf h\Y gc`iV]`]hm ]g #@Y Yh U`)' -+,.$)

HD8 ]g U`acgh ]bgc`iV`Y ]b WUfVcb X]cl]XY' YjYb Uh \][\ dfYggifYg cZ

3+ EHU cf \][\Yf' UbX Uh hYadYfUhifYg cZ ,4+ ; #K]b Yh U`)' -+,.$) Ab UXX](

h]cb' XYdYbX]b[ cb h\Y aUbiZUWhif]b[ dfcWYgg h\Y gc`iV]`]hm ]g UZZYWhYX) >cf

]bghUbWY' h\Y dfcdYfh]Yg cZ h\Y ghYfYcWcad`Yl HD8 #gWHD8$ jUfm g][b]!(

WUbh`m hc h\cgY cZ h\Y HD8) L\Y gWHD8 ]g \UfX`m gc`iV`Y ]b acgh hmdYg cZ gc`(

jYbhg #cbY cZ ]hg VYgh W\UfUWhYf]gh]Wg$) 8bch\Yf YlUad`Y cZ U V]caUhYf]U` ]g

H?8' k\]W\' XiY hc ]hg \][\ XY[fYY cZ WfmghU``]nUh]cb #/0!&00!$' ]g bch gc`(

iV`Y ]b acgh cf[Ub]W gc`jYbhg) =lWYdh]cbg UfY \][\`m "icf]bUhYX cf[Ub]W

WcadcibXg giW\ Ug \YlU"icfc]gcdfcdUbc`) L\Y gc`iV]`]hm cZ H@8 \cacdc`(

maYfg ]g ]b [YbYfU` jYfm `ck) L\YgY U`]d\Uh]W dc`mYghYfg UfY hchU``m ]bgc`iV`Y

]b kUhYf UbX ]b acgh cf[Ub]W gc`jYbhg' k\]W\ UddYUf hc VY dccf gc`jYbhg' k]h\

h\Y YlWYdh]cb cZ gcaY \U`c[YbUhYX gc`jYbhg giW\ Ug W\`cfcZcfa #hf]W\`cfc(

aYh\UbY$' aYh\m`YbY W\`cf]XY #X]W\`cfcaYh\UbY$' UbX Yh\m`YbY X]W\`cf]XY

#,'-(X]W\`cfcYh\UbY$ #F]UcibU_]g' -+,0V$)

L\Y gc`iV]`]hm cZ H@8 Wcdc`maYfg XYdYbXg cb h\Y hmdY UbX fY`Uh]jY

Uacibhg cZ h\Y Wcbgh]hiYbh acbcaYfg' U``ck]b[ h\Y W\c]WY cZ U k]XY fUb[Y

cZ gc`jYbhg) ;cdc`maYfg cZ .(\mXfclmVihmf]W UW]X UbX ch\Yf \mXfclmUW]X

WcacbcaYfg \UjY g][b]!WUbh`m X]ZZYfYbh gc`iV]`]hm W\UfUWhYf]gh]Wg Zfca

h\cgY cZ H.@96 Zcf YlUad`Y' UWYhcbY ]g bch U [ccX gc`jYbh Zcf H.@9'

Vih ]g jYfm igYZi` Zcf X]ggc`j]b[ Wcdc`maYfg cZ .(\mXfclmVihmf]W UW]X UbX

.(\mXfclmUW]Xg WcbhU]b]b[ 1&,- WUfVcb Uhcag #8VY Yh U`)' ,44/$)

'#' @TRWP]XRP[ Ca^_TacXTb

L\Y hYfa #aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg$ ]g Wcaacb`m igYX hc XYbchY h\Y ghfYgg&

ghfU]b fY`Uh]cbg\]d Zcf dc`maYf]W gmghYag) Mb`]_Y aUbm ch\Yf Wcaacb aU(

hYf]U`g' k\YfY h\YgY fY`Uh]cbg\]dg XYdYbX YggYbh]U``m cb hYadYfUhifY' h]aY

XYdYbXYbWY ]b dc`maYf]W gmghYag ]g Ub ]adcfhUbh ZUWhcf) Ab cfXYf hc YjU`iUhY

h\Y XYdYbXYbWY cZ h\Y aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg cjYf h]aY' cgW]``Uhcfm
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dYfhifVUh]cbg WUb VY igYX' k\]W\ ]g XcbY k\Yb h\Y XmbUa]W aYW\Ub]WU`

dfcdYfh]Yg UfY ]bjYgh][UhYX cf Vm h\Y aYUgifYaYbh cZ h\Y X]Y`YWhf]W fY`UlU(

h]cb ]b h\Y dc`maYfg #8_`cb]g' ,43,$)

L\Y aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg cZ V]caUhYf]U`g Wci`X VY hU]`cf(aUXY ]b U[fYY(

aYbh k]h\ h\Y fYei]fYX Udd`]WUh]cbg) Ab gcaY WUgYg' aUhYf]U`g Yl\]V]h]b[

`]a]hYX Y`Ugh]W]hm Vih fYg]ghUbWY hc ]adUWh #]ad`Ubhg$ UfY bYYXYX' k\]`Y Zcf

ch\Yfg "Yl]V]`]hm ]g fYei]fYX #aYaVfUbYg$) L\Y aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg cZ

HD8 XYdYbX cb ]hg cdh]WU` dif]hm UbX ac`YWi`Uf kY][\h) 8 \][\Yf ac`YWi`Uf

kY][\h fU]gYg hYbg]`Y ghfYb[h\ UbX Y`Ugh]W acXi`ig UbX `ckYfg h\Y Y`cb[Uh]cb

Uh VfYU_) ;caacb`m igYX HD8 #<(`UWh]W UW]X WcbhYbh cZ UVcih 0!$ ]g U Vf]hh`Y

aUhYf]U` UbX \Ug `]hh`Y Y`cb[Uh]cb Uh VfYU_ #UVcih 1! id hc ,,!$' Qcib["g

acXi`ig cZ 4++&,.++ EHU' UbX hYbg]`Y ghfYb[h\ cZ 1,&2. EHU #?Uf`chhU'

-++,$) HD8 \Ug g]a]`Uf aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg hc dc`m#Yh\m`YbY hYfY(

d\h\U`UhY$ #H=L$' Vih \Ug U g][b]!WUbh`m `ckYf aUl]aia Wcbh]bicig igY

hYadYfUhifY #F]UcibU_]g' -+,0V$) H@8 dc`maYfg WcadcgYX cZ g\cfh W\U]b

`Yb[h\ acbcaYfg #WcbhU]b]b[ h\fYY hc !jY WUfVcb Uhcag$' giW\ Ug H.@9

UbX H@9@N' \UjY `]hh`Y Y`cb[Uh]cb' UfY Vf]hh`Y' UbX hYUf YUg]`m ibXYf aYW\Ub(

]WU` WcbghfU]bh) H@9@N ]g `Ygg Vf]hh`Y UbX hci[\Yf h\Ub H.@9) O]h\

]bWfYUg]b[ acbcaYf W\U]b `Yb[h\' h\Y aUhYf]U` [Yhg acfY "Yl]V`Y) H@8g

k]h\ `cb[Yf g]XY W\U]bg \UjY W\UfUWhYf]gh]Wg `]_Y kUlYg) L\Y Y`cb[Uh]cb Uh

VfYU_ cZ H.@9 UbX H@9@N ]g ]b h\Y fUb[Y cZ /!&/-!' k\YfYUg h\Y

gUaY dfcdYfhm Zcf H/@9 ]g UVcih ,+++!) K]a]`Uf`m' h\Y jU`iYg cZ Qcib["g

acXi`ig UbX hYbg]`Y ghfYb[h\ Zcf H.@9 UbX H@9@N UfY .)0&+)0 ?HU UbX

/+&,1 EHU' fYgdYWh]jY`m #Zcf ]bWfYUg]b[ @N WcbhYbh hc -0 ac` !$'

WcadUfYX hc ,/4 EHU UbX ,+/ EHU' fYgdYWh]jY`m' Zcf H/@9 #KU]hc UbX

<c]' ,44/$) L\Y d\mg]WU` UbX aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg #YlWYdh Zcf Y`cb[Uh]cb

Uh VfYU_$ cZ H.@9 UfY fYaUf_UV`Y XiY hc h\cgY cZ dc`mdfcdm`YbY' YjYb

h\ci[\ h\Y hkc dc`maYfg \UjY ei]hY X]ZZYfYbh W\Ya]WU` ghfiWhifYg) H/@9

]g XiWh]`Y UbX XcYg bch Yl\]V]h Vf]hh`Y ZfUWhifY W\UfUWhYf]gh]Wg' k\]`Y ]hg hYbg]`Y

ghfYb[h\ ]g WcadUfUV`Y hc h\Uh cZ dc`mYh\m`YbY) L\Y aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg cZ

H/@9 U`gc WcadUfY kY`` k]h\ h\cgY cZ dc`m#hf]aYh\m`YbY WUfVcbUhY$)

;`YUf`m' ]h WUb VY gYYb h\Uh YlWY``Ybh U`hYfbUh]jYg Yl]gh cb h\Y V]caUhYf]U` !Y`X

]bghYUX cZ dc`maYfg k]h\ jYfm `ck V]cXY[fUXUV]`]hm WUdUW]h]Yg)

'#( GWTa\P[ Ca^_TacXTb

L\Y WfmghU``]b]hm cZ U dc`maYf UZZYWhg gYjYfU` ch\Yf dfcdYfh]Yg giW\ Ug aY`h

j]gWcg]hm' acXi`ig' hYbg]`Y ghfYb[h\' hfUbgdUfYbWm' UbX \YUh fYg]ghUbWY

#F]UcibU_]g' -+,0V$) L\Y Uacfd\cig dc`maYfg ibXYf[c U giVghUbh]U` W\Ub[Y

]b h\Y]f dfcdYfh]Yg ]b ZibWh]cb cZ hYadYfUhifY #LUV`Y 1).$) D]_Y dc`maYfg'

V]cdc`maYfg \UjY jUf]cig hmdYg cZ ]bhYf( UbX ]bhfUac`YWi`Uf ]bhYfUWh]cbg)

L\Y ]bhYfUWh]cbg h\Uh UfY [YbYfUhYX VYhkYYb dc`maYf W\U]bg #Y]h\Yf X]ZZYfYbh
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W\U]bg cf h\Y gUaY W\U]b ]b X]ZZYfYbh gYWh]cbg$ UfY XYhYfa]bUbh ]b h\Y d\mg]WU`

dfcdYfh]Yg cZ h\Y aUhYf]U`) GbY cZ h\Y acgh ]adcfhUbh h\YfaU` dfcdYfh]Yg cZ

dc`maYfg ]g h\Y [`Ugg hfUbg]h]cb hYadYfUhifY #L[$) >cfaU``m' ]h ]g U VcibXUfm VY(

hkYYb h\Y [`Uggm VY\Uj]cf fY[]cb ]b k\]W\ h\Y dc`maYf ]g fY`Uh]jY`m f][]X UbX

h\Y [iaam fY[]cb ]b k\]W\ ]h ]g \][\`m "Yl]V`Y #Ocb[ Yh U`)' -+,.$) L\Y L[

Wcbg]ghg ]b U fUb[Y hYadYfUhifY h\Uh XYdYbXg cb h\Y ac`YWi`Uf UffUb[YaYbhg'

fYh]Wi`Uh]cb fUhY' UbX WfmghU``]b]hm XY[fYY' YhW) L\Y jU`iY cZ L[ cZ U dc`maYf

]g X]fYWh`m fY`UhYX hc aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg' UbX ]h \Ug VYYb U igYZi` hcc` Zcf

W\UfUWhYf]n]b[ Vch\ bUhifU` cf bcbbUhifU` dc`maYfg) 8b ]adcfhUbh biaVYf cZ

V]cdc`maYfg \UjY VYYb W\UfUWhYf]nYX Vm h\Y]f h\YfaU` hfUbg]h]cbg #LUV`Y 1).$)

L\Y Wcaacb`m igYX HD8 \Ug U La ,00 ; UbX U WfmghU``]b]hm cZ UVcih ,1!6

]h ]g W\UfUWhYf]nYX Vm g`ck WfmghU``]nUh]cb fUhY' `cb[ g\Ud]b[ WmW`Y' `ck aY`h j]g(

Wcg]hm' UbX h\YfaU` ghUV]`]hm) 8 dc`m#`UWh]W UW]X$ k]h\ U <(`UWh]W UW]X WcbhYbh

acfY h\Ub 3! ]g Uacfd\cig' ])Y)' ]h \Ug bc La) L\Y WfmghU``]b]hm cZ HD8 [YbYf(

U``m ]bWfYUgYg k]h\ ]bWfYUg]b[ cdh]WU` dif]hm) Hc`m#D(`UWh]W UW]X$ k]h\ Ub cdh]WU`

dif]hm cZ 42! \Ug U [`Ugg hfUbg]h]cb hYadYfUhifY #L[$ cZ 0.&1. ;' U La cZ

,2.&,23 ;' UbX U WfmghU``]b]hm cZ UVcih .2!) L\Y La cZ HD8 WUb VY ]bWfYUgYX

/+&0+ ;' UbX ]hg \YUh XY"YWh]cb hYadYfUhifY WUb VY ]bWfYUgYX Zfca Uddfcl](

aUhY`m 1+ ; hc id hc ,4+ ; Vm d\mg]WU``m V`YbX]b[ h\Y dc`maYf k]h\ dc`m #<(

`UWh]W UW]X$) L\]g XYacbghfUhYg \ck h\Y h\YfaU` dfcdYfh]Yg cZ V]cdc`maYfg WUb

VY acX]!YX g]ad`m Vm jUfm]b[ gcaY dUfUaYhYfg)

'#) 4X^STVaPSPQX[Xch

8fcibX h\Y kcf`X' gdYW]U` UhhYbh]cb \Ug VYYb []jYb hc h\Y X]gdfcdcfh]cbUhY

dfcXiWh]cb cZ dYhfc`Yia(VUgYX dc`maYfg) L\Y !fgh dc`maYf]W gmbh\Yh]W aU(

hYf]U`g fYei]fY \ibXfYXg cZ mYUfg Zcf h\Y]f Wcad`YhY V]cXY[fUXUh]cb ]b h\Y
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Ybj]fcbaYbh) L\Y Ybj]fcbaYbhU` dfcV`Ya' Wcid`YX k]h\ h\Y XYWfYUgY ]b h\Y

Uacibh cZ [`cVU` c]`' dfcadhYX fYgYUfW\ UbX gYUfW\ Zcf bYk #bUhifU`$ U`hYf(

bUh]jYg hc [YbYfUhY V]cXY[fUXUV`Y aUhYf]U`g #K]b Yh U`)' -+,.$) L\YfY UfY bck

YlWY``Ybh V]cXY[fUXUV`Y U`hYfbUh]jYg giW\ Ug dc`m#j]bm` U`Wc\c`$ #HNG@$

UbX HD8 Zcf h\Y gmbh\Yg]g UbX XYjY`cdaYbh cZ WcbhU]bYfg UbX dUW_U[]b[

k]h\ W\UfUWhYf]gh]Wg UbX dfcdYfh]Yg WcadUfUV`Y k]h\ h\Y]f gmbh\Yh]W UbU`c[iYg

#H=' HK' HH' YhW)$ k\]`Y ch\Yf V]cXY[fUXUV`Y dc`maYfg' giW\ Ug dc`mWUdfc`UW(

hcbY #H;D$ UbX dc`m\mXfclmVihmfUhY #H@9$' UfY gh]`` ibXYf XYjY`cdaYbh UbX

cZZYf bc j]UV`Y U`hYfbUh]jY Zcf h\Y ]bXighfm) O]h\]b h\Y V]cXY[fUXUV`Y dc`m(

aYfg' Ub ]adcfhUbh dYfWYbhU[Y cZ h\YgY VY`cb[g hc h\Y ZUa]`m cZ dc`mYghYfg)

L\Y dc`Uf]hm cZ h\Y YghYf VcbX #&;G&G&;&$ [YbYfUhYg U fY`Uh]jY`m kYU_

VcbX Zcf \mXfc`mg]g fYUWh]cbg Vm Y`YaYbhg dfYgYbh ]b h\Y gc]`g' k\YfYVm h\Y]f

V]cXY[fUXUh]cb ]bWfYUgYg) H;D' H?8' UbX dc`mX]clUbcbY UfY V]cXY[fUXUV`Y

aUhYf]U`g acgh`m igYX hc ZUVf]WUhY gihifYg' bU]`g' UbX Xfi[(VYUf]b[ ]ad`Ubhg

#F]UcibU_]g' -+,0V$)

'#* Ca^_TacXTb ^U @PX] CTca^[Td\%4PbTS
4X^_^[h\Tab

8h dfYgYbh' \ibXfYXg cZ dc`maYfg h\Uh UfY gmbh\Yg]nYX Uh Ub ]bXighf]U` `YjY`

Wci`X VY igYX Zcf h\Y aUbiZUWhifY cZ aYX]WU` XYj]WYg6 \ckYjYf' `Ygg h\Ub -+

X]ZZYfYbh _]bXg cZ dc`maYfg UfY igYX) Ab h\Y Zc``ck]b[ gYWh]cb' gYjYfU` d\mg(

]WcW\Ya]WU` dfcdYfh]Yg cZ YUW\ dc`maYf k]`` VY giaaUf]nYX)

HN; ]g h\Y gYWcbX acgh dfcXiWYX UbX igYX dc`maYf ]b h\Y kcf`X #cb`m UZhYf

dc`mYh\m`YbY$) Ah ]g cXcf`Ygg' hUghY`Ygg' UbX \Ufa`Ygg' Ug kY`` Ug fYg]ghUbh hc

acgh W\Ya]WU` U[Ybhg) L\Y HN; fYg]ghg Wcffcg]jY ZiaYg UbX `]ei]Xg6 VUg]W

UbX UW]X gc`ih]cbg6 gU`]bY gc`ih]cbg UbX ch\Yf gc`jYbhg UbX W\Ya]WU`g) Ah ]g

gc`iV`Y ]b WmW`c\YlUbcbY UbX hYhfU\mXfcZifUb Vih ]bgc`iV`Y ]b kUhYf)

8`h\ci[\ acgh cZ ]hg Udd`]WUh]cbg ]bjc`jY dUW_U[]b[' WcUh]b[g' UbX YjYb

hYlh]`Yg' jUf]cig YZZcfhg \UjY VYYb aUXY hc acX]Zm HN; aUhf]WYg hc aU_Y

]h V]cWcadUh]V`Y UbX igUV`Y Ug V]caUhYf]U`) HN; ]g Ub Uacfd\cig dc`maYf

k]h\ U \][\ \UfXbYgg XiY hc h\Y ghYf]W ]adYX]aYbhg hc h\Y fchUh]cb cZ W\U]bg

h\Uh WUigY h\Y W\`cf]XY [fcidg' k\]W\ UfY jYfm jc`ia]bcig6 ;` #W\`cf]XY$ \Ug

U L[ cZ 20&,+0 ; #Ocb[ Yh U`)' -+,.$) Ah ]g bch "UaaUV`Y' Vf]hh`Y' UbX \Ug

\][\ j]gWcg]hm UbX `ck ghUV]`]hm hc \YUh)

Hc`mYh\m`YbY UbX ]hg XYf]jUh]jYg UfY h\Y acgh k]XY`m dfcXiWYX dc`maYfg ]b

h\Y kcf`X) 8bbiU` dfcXiWh]cb ]g Uddfcl]aUhY`m 3+ a]``]cb aYhf]W hcbg) Ahg

aU]b igY ]g dUW_U[]b[ #d`Ugh]W VU[g' !`ag' [YcaYaVfUbYg' UbX WcbhU]bYfg
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]bW`iX]b[ Vchh`Yg' YhW)$) Hc`mYh\m`YbY #H=$ ]g WcaaYfW]U``m dfcXiWYX ]b !jY

X]ZZYfYbh XYbg]h]Yg5 \][\ XYbg]hm #@<H=$' `ck XYbg]hm #D<H=$' `]bYUf `ck

XYbg]hm #DD<H=$' jYfm `ck XYbg]hm #ND<H=$' UbX i`hfU(\][\ ac`YWi`Uf

kY][\h #M@EOH=$ #Ocb[ Yh U`)' -+,.$) Ah ]g U h\Yfacd`Ugh]W dc`maYf

k]h\ U aY`h]b[ dc]bh VYhkYYb ,-+ UbX ,.+ ; ]b ]hg acXU`]h]Yg cZ \][\ UbX

aYX]ia XYbg]hm' k\]`Y h\Y `ck XYbg]hm dc`mYh\m`YbY \Ug UjYfU[Y aY`h]b[

dc]bhg VYhkYYb ,+0 UbX ,,0 ;) <iY hc h\Y k]XY jUf]Yhm cZ `]bYUf cf VfUbW\YX

ghfiWhifYg h\Uh WUb VY ZcfaYX' h\Y [`Ugg hfUbg]h]cb hYadYfUhifY aUm cf aUm

bch VY j]g]V`Y UWWcfX]b[ hc h\Y XY[fYY cZ WfmghU``]b]hm cZ h\Y aUhYf]U`) Ecgh

hmdYg cZ dc`mYh\m`YbYg \UjY YlWY``Ybh fYg]ghUbWY hc UW]Xg UbX VUgYg' Ug

kY`` Ug hc a]`X cl]XUbhg) L\Y M@EOH= ]g U dc`mYh\m`YbY k]h\ U ac`YWi`Uf

kY][\h [YbYfU``m VYhkYYb .), UbX 0)12 a]``]cb #EO - ,+ [*ac`$)

L\Ub_g hc ]hg \][\ ac`YWi`Uf kY][\h' ]h \Ug U \][\ \UfXbYgg' [fYUh hci[\bYgg'

`ck kYUf' UbX YlWY``Ybh W\Ya]WU` fYg]ghUbWY) Ab V]caYX]WU` XYj]WYg' ]h ]g igYX

]b ^c]bhg giV^YWhYX hc \][\ ghfYgg #`cUX VYUf]b[$ Ug \]d ]ad`Ubhg UbX _bYY

dfcgh\Yg]g)

Ah ]g U dUfh]U``m WfmghU``]bY h\Yfacd`Ugh]W h\Uh WcaV]bYg U gYf]Yg cZ dfcdYfh]Yg

giW\ Ug \][\ h\YfaU` ghUV]`]hm' `][\hbYgg' \][\ hYbg]`Y UbX WcadfYgg]jY

ghfYb[h\' YlWY``Ybh X]Y`YWhf]W dfcdYfh]Yg' [ccX W\Ya]WU` fYg]ghUbWY' UbX `ck

ac]ghifY UVgcfdh]cb WUdUW]hm) Lc[Yh\Yf k]h\ h\Y dc`mYh\m`YbY ]g h\Y dc`maYf

k]h\ h\Y \][\Ygh fYg]ghUbWY hc Y`cb[Uh]cb Uh VfYU_) Ah \Ug h\Y \][\Ygh ]adUWh

fYg]ghUbWY cZ U`` h\Yfacd`Ugh]Wg #/&-+ _B*a-$ UbX \][\Yf \UfXbYgg h\Ub dc`m(

Yh\m`YbY' Vih `ckYf h\Ub dc`mghmfYbY UbX H=L)

Hc`mdfcdm`YbY #HH$ WUb VY gmbh\Yg]nYX Vm R]Y[`Yf&FUhhU WUhU`mghg hc gmb(

h\Yg]nY ]gchUWh]W dc`maYfg k]h\ U \][\ XY[fYY cZ WfmghU``]b]hm) L\Y d\mg]WU`

dfcdYfh]Yg cZ HH UfY `]_Y H= k]h\ U L[ ,- ;' La5 ,-0&,12 ; UbX XYb(

g]hm cZ +)30&+)43 [*Wa.) L\Y UjYfU[Y ac`YWi`Uf kY][\h cZ h\Y WcaaYfW]U`

HH [cYg Zfca -)- hc 2)+ ,+0 [*ac` UbX \Ug U VfcUX ac`YWi`Uf kY][\h X]g(

hf]Vih]cb #dc`mX]gdYfg]hm$ Zfca -)1 hc ,- #Ocb[ Yh U`)' -+,.$)

;caaYfW]U` dc`m#aYh\m`aYh\UWfm`UhY$ #HEE8$ ]g Ub Uacfd\cig #L5 ,+0 ;

UbX XYbg]hm5 ,),0&,),40 [*Wa.$ aUhYf]U` k]h\ [ccX fYg]ghUbWY hc U`_U`]g UbX

ch\Yf ]bcf[Ub]W gc`ih]cbg UbX YlWY``Ybh fYg]ghUbWY hc ]adUWh UbX cdh]WU`

dfcdYfh]Yg) Ah ]g h\Y acgh hfUbgdUfYbh cZ WcaaYfW]U` dc`maYfg #hfUbgdUfYbWm

cZ UfcibX 4.!$) Ah \Ug [ccX aYW\Ub]WU` ghfYb[h\ UbX ghUV]`]hm) <Ygd]hY ]hg

`][\hbYgg' ]h WUb k]h\ghUbX Ub cjYf`cUX cZ 2+ _[*a-) Ah ]g "UaaUV`Y' Vih

Xif]b[ ]hg XY[fUXUh]cb' ]h XcYg bch fY`YUgY hcl]W [UggYg6 ]h ]g YUgm hc dfcWYgg

UbX ac`X ]b Ubm fYei]fYX g\UdY) HEE8 Yl\]V]hg YlWY``Ybh fYg]ghUbWY hc
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jUf]cig W\Ya]WU` U[Ybhg6 bYjYfh\Y`Ygg' ]h ]g UhhUW_YX Vm Yh\m` UWYhUhY'

UWYhcbY' UWYh]W UW]X' gi`Zif]W UW]X' Uam` U`Wc\c`' VYbnc`' VihUbc`' X]W\`cfc(

aYh\UbY' hf]W\`cfcaYh\UbY #W\`cfcZcfa$' UbX hc`iYbY) L\Ub_g hc ]hg

YlWY``Ybh cdh]WU` dfcdYfh]Yg UbX V]cWcadUh]V]`]hm' ]h ]g k]XY`m igYX Zcf h\Y

aUbiZUWhifY cZ WcbhUWh `YbgYg UbX cWi`Uf ]ad`Ubhg' Ug kY`` Ug XYbhU` UbX

aUl]``cZUW]U` dfcgh\YgYg #Zcf h\Y]f [ccX d\mg]WU` dfcdYfh]Yg$ UbX Ug VcbY

WYaYbh Zcf !lUh]cb cZ dfcgh\YgYg #9UlhYf UbX QY\' -+,-$) NUf]cig

HEE8 XYf]jUh]jYg giW\ Ug dc`maYh\m`UWfm`UhY' dc`m\mXfclmYh\m` aYh\UW(

fm`UhY' UbX dc`mUWfm`Ua]XY #H88a$ UfY igYX Zcf V]caYX]WU` XYj]WYg k]h\

]adfcjYX d\mg]WU` dfcdYfh]Yg UbX VYhhYf V]cWcadUh]V]`]hm #Ocb[ Yh U`)'

-+,.$)

GbY cZ h\Y aU]b gmbh\Yh]W fcihYg Zcf cVhU]b]b[ dc`mYghYfg ]g h\Y WcbXYbgU(

h]cb cZ X]UW]Xg cf UW]X Ub\mXf]XYg k]h\ X]c`g) Ab hifb' h\Y dc`mYghYfg WUb

VY W`Ugg]!YX dYf h\Y ghfiWhifY cZ h\Y acbcaYf igYX' VY]b[ W`Ugg]!YX ]b

U`]d\Uh]W' UfcaUh]W' UbX gYa]UfcaUh]W dc`mYghYfg) AZ UfcaUh]W acbcaYfg

UfY igYX' XiY hc h\Y d`UbUf ghfiWhifY cZ h\Y f]b[' h\Y dc`mYghYfg k]`` dfYgYbh

\][\ \UfXbYgg' [fYUh f][]X]hm' UbX fYg]ghUbWY hc \][\ hYadYfUhifYg6 k\]`Y h\Y

igY cZ U`]d\Uh]W ib]hg ]bWfYUgYg h\Y "Yl]V]`]hm cZ h\Y dc`maYf W\U]bg UbX

ZfYYXca cZ acjYaYbh ]b h\Y VcbXg' XYWfYUgY h\Y aY`h]b[ dc]bh) Hc`mYghYfg

k]h\ h\Y \][\Ygh dfcXiWh]cb ]b h\Y kcf`X UfY dc`mYh\m`YbY hYfYd\h\U`UhY

#H=L$ UbX dc`mVihm`YbY hYfYd\h\U`UhY' UbX Vch\ dfYgYbh \UfXbYgg' aYW\Ub(

]WU` UbX h\YfaU` fYg]ghUbWY' YlWY``Ybh X]aYbg]cbU` ghUV]`]hm' UbX YUgY cZ dfc(

WYgg]b[) H=L ]g h\Y acgh igYX Zcf V]caYX]WU` Udd`]WUh]cbg VYWUigY cZ ]hg

V]cWcadUh]V]`]hm UbX W\Ya]WU` fYg]ghUbWY) O]h\]b ]hg Udd`]WUh]cbg ]g h\Y

XYjY`cdaYbh cZ [fUZhYX ]ad`Ubhg' WUh\YhYfg' acX]!YX gihifYg' V]cWcadUh]V`Y

aYaVfUbYg' UbX V]cgYbgcfg #8`jUfYn(DcfYbnc Yh U`)' -+,+$) Ah ]g \][\`m Wfmg(

hU``]bY UbX \mXfcd\cV]W k]h\ \][\ aY`h]b[ hYadYfUhifY #L5 -10 ;$' UbX ]h ]g

fYg]ghUbh hc \mXfc`mg]g ]b X]`ihY UW]Xg)

GbY cZ h\Y W\UfUWhYf]gh]W dfcdYfh]Yg cZ h\YgY Y`UghcaYfg ]g h\Y UV]`]hm hc U`hYf

h\Y]f \UfXbYgg k\Yb giV^YWhYX hc YlhYfbU` aYW\Ub]WU` dfYggifY) L\Ym aUm

U`gc dfYgYbh aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg cZ jUf]cig hmdYg ]b h\Y UfYUg cZ hYbg]`Y

ghfYb[h\' hYbg]`Y acXi`ig' Y`cb[Uh]cb' UbX fYg]`]YbWY) <iY hc h\Y]f UV]`]hm

hc fYhifb hc h\Y]f cf][]bU` Zcfa' h\Ym UfY k]XY`m igYX Zcf h\Y aUbiZUWhifY

cZ dfcgh\YgYg' ]ad`Ubhg' UbX aYX]WU` ]bghfiaYbhUh]cb) JY[UfX]b[ V]cWca(

dUh]V]`]hm' ]h \Ug VYYb g\ckb h\Uh bUhifU` fiVVYfg Xc bch [YbYfUhY UXjYfgY fY(

UWh]cbg k]h\ h\Y V`ccX ghfYUa6 \ckYjYf' h\Y]f WcadUh]V]`]hm WUb VY ]adfcjYX

]Z acX]!WUh]cbg UfY aUXY Vm ]cb]n]b[ fUX]Uh]cb cf Vm W\Ya]WU` Wfcgg(`]b_]b[
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WcadUfYX hc h\Y g]`]WcbY fiVVYf cVhU]bYX Vm ji`WUb]nUh]cb dfcWYggYg #Ocb[

Yh U`)' -+,.$)

Ab [YbYfU`' dc`mUWYhU`g \UjY `ck WY]`]b[ hYadYfUhifYg' k\]W\ aU_Y h\Ya ib(

ghUV`Y Uh UaV]Ybh UbX \][\ hYadYfUhifYg) L\YfYZcfY h\Y]f WcaaYfW]U` dfc(

XiWh]cb ]g bch jYfm `Uf[Y' Vih h\Y WUgY cZ dc`mclmaYh\m`YbY ]g X]ZZYfYbh'

VYWUigY ]h ]g U WfmghU``]bY dc`maYf k]h\ \][\ hYbg]`Y ghfYb[h\' gh]ZZbYgg' \UfX(

bYgg' UbX YlWY``Ybh W\Ya]WU` fYg]ghUbWY) L\Y ghUV]`]hm cZ dc`mUWYhU`g WUb VY

]adfcjYX Vm Wcdc`maYf]nUh]cb k]h\ ch\Yf acbcaYfg) L\Y dfcdYfh]Yg cZ

h\YgY WcadcibXg UfY XiY ]b `Uf[Y dUfh hc h\Y ZUWh h\Uh h\Y]f W\U]bg UfY

ghfYhW\YX' k\]W\ ]adfcjYg \UfXbYgg UbX ghfYb[h\) Gb h\Y ch\Yf \UbX' dc`m(

WUfVcbUhYg UfY k]XY`m _bckb Zcf h\Y]f hfUbgdUfYbWm UbX fYaUf_UV`Y \UfX(

bYgg) Ab h\Y V]caYX]WU` ]bXighfm' h\Ym \UjY ZcibX Udd`]WUh]cbg ]b h\Y UfYU

cZ ]ad`YaYbhg Zcf WUfX]UW UbX di`acbUfm Ugg]ghUbWY #Ocb[ Yh U`)' -+,.$)

(# 9E38G<A9 @7G;B6F 3CC?<76 GB
4<BCB?L@7EF

L\Y igY cZ V]cdc`maYfg Zfca fYbYkUV`Y gcifWYg dfcj]XYg Ub cddcfhib]hm hc

Yld`cfY U bYk UbX k]XY jUf]Yhm cZ aUhYf]U`g h\Uh a][\h \UjY ]bhYfYgh]b[ Ud(

d`]WUh]cbg ]b aUbm UfYUg Vm h\YagY`jYg cf WcaV]bYX k]h\ ch\Yfg dc`maYfg)

L\Y _Ym dfcV`Ya cZ h\YgY aUhYf]U`g ]bW`iXYg h\Y XY!W]YbWm cZ h\Y d\mg]Wc(

W\Ya]WU` UbX aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg #<Ug UbX HU`' -+,06 Di_ Yh U`)' -+,.$)

8`hYf]b[ h\Y]f dfcdYfh]Yg fYgi`hg ]b Ub Uddfcdf]UhY kUm hc ih]`]nY h\Ya YZZYW(

h]jY`m6 ]b h\]g gYbgY' [fUZh Wcdc`maYf]nUh]cb cZ V]cdc`maYfg k]h\ Y]h\Yf gmb(

h\Yh]W cf bUhifU` dc`maYfg fYgi`hg ]b Ub ]bhYfYgh]b[ UddfcUW\ hc XYjY`cd

]bbcjUh]jY dc`maYfg VYWUigY ]h WUb Yb\UbWY h\Y]f d\mg]WcW\Ya]WU` UbX aY(

W\Ub]WU` dfcdYfh]Yg)

?fUZh Wcdc`maYf]nUh]cb fYgi`hg ]b U jYfgUh]`Y dfcWYXifY hc ZibWh]cbU`]nY h\Y

gifZUWY*Vi`_ cZ V]cdc`maYfg' UbX ]h WUb VY WUff]YX cih Vm W\Ya]WU` aYh\cXg

cf fUX]Uh]cb hYW\b]eiYg #d`UgaU' MN' [UaaU fUmg$ #9\UhhUW\UfmU UbX E]gfU'

-++/$) L\Y dfcdYfh]Yg cZ h\YgY aUhYf]U`g WUb VY hibYX Vm gY`YWh]b[ h\Y dfcdYf

acbcaYfg UbX fYUWh]cb WcbX]h]cbg) L\Y ZibWh]cbU`]nUh]cb gdfYUXg h\Y

V]cdc`maYf dfcdYfh]Yg' []j]b[ \][\(jU`iY !bU` dfcXiWhg) @YbWY' [fUZh]b[ U`(

`ckg ZcfaUh]cb cZ hib]b[ gifZUWYg k]h\ XYg]fYX kYhhUV]`]hm' h\]W_bYgg' UbX

ch\Yf d\mg]WcW\Ya]WU` dfcdYfh]Yg Vm Udd`m]b[ #[fUZh]b[ hc$ cf #[fUZh]b[

Zfca$ UddfcUW\Yg) L\Y !fgh cbY ]bjc`jYg h\Y Wcdc`maYf]nUh]cb cZ V]cdc`m(

aYfg #dfYj]cig`m acX]!YX k]h\ j]bm` [fcidg$ k]h\ ch\Yf acbcaYfg' k\]`Y

h\Y gYWcbX cbY ]ad`]WUhYg h\Y [fckh\ cZ [fUZhg X]fYWh`m Zfca h\Y V]cdc`maYf

VUW_VcbY #>Yb[ Yh U`)' -+,,6 M\f][U UbX EUmg' -+,,$)
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?fUZh]b[ ]g [YbYfU``m WUff]YX cih Vm ZfYY fUX]WU` fYUWh]cbg' k\]W\ ghUfh k]h\ U

dc`maYf]W aUhf]l #VUW_VcbY$ UbX acbcaYf]W ac`YWi`Yg cZ Ubch\Yf dc`maYf

#hc VY [fUZhYX$) 8Wh]jY g]hYg UfY YggYbh]U``m [YbYfUhYX cb h\Y dc`maYf]W aU(

hf]l' k\]W\ fYUWhg k]h\ acbcaYf]W ib]hg hc m]Y`X [fUZhYX aUhYf]U`) L\Y dYf(

WYbhU[Y cZ aUgg ]bWfYUgYg ]b h\Y g]XY [fUZhYX W\U]bg ]g bUaYX [fUZh]b[ m]Y`X

#XY[fYY cZ [fUZh]b[$) ;\Ya]WU` WcadcibXg' Zcf YlUad`Y' WYf]W Uaacb]ia

b]hfUhY #;8F$ \Ug VYYb Yad`cmYX Zcf [YbYfUh]b[ ZfYY fUX]WU`g #<Yb[

Yh U`)' -+,06 JUX\U_iaUfm Yh U`)' -+,-$) Gb h\Y ch\Yf \UbX' \][\(YbYf[m fU(

X]Uh]cb `]_Y [UaaU fUX]Uh]cb #@iUb[ Yh U`)' -+,.V6 KU`a]Yf] Yh U`)' -+,0$ UbX

Y`YWhfcb VYUag #>Ub Yh U`)' -++46 FYahUbi Yh U`)' -++2$ cf fUX]Uh]cb `]_Y MN

WUb U`gc VY igYX #C\Ub Yh U`)' -++/6 C\Ub' -++/$)

(#% 5^]eT]cX^]P[ @TcW^S Qh 5WT\XRP[ @TP]b

Ab h\]g hmdY cZ [fUZh]b[' h\Y W\Ya]WU` ]b]h]Uhcf d`Umg U jYfm ]adcfhUbh fc`Y

VYWUigY ]h fY[i`UhYg h\Y dUh\kUm cZ h\Y [fUZh]b[ dfcWYgg) >fYY fUX]WU`g UfY

WfYUhYX Zfca h\Y W\Ya]WU` ]b]h]Uhcfg UbX hfUbgZYffYX hc h\Y dc`maYf]W aUhf]l'

k\]W\ fYUWhg k]h\ h\Y acbcaYf]W ac`YWi`Yg hc []jY h\Y [fUZhYX aUhYf]U`

#9\UhhUW\UfmU UbX E]gfU' -++/$) 8Wh]jY g]hYg UfY WfYUhYX cb h\Y dc`maYf

Vm ]hg X]fYWh cl]XUh]cb k]h\ WYfhU]b hfUbg]h]cb aYhU` ]cbg giW\ Ug ;Yf]ia

#;Y$ #D] Yh U`)' -+,-$' ;cVU`h #;c$ #9UfUbcj Yh U`)' -+,-$' cf NUbUX]ia #N$

#HUbXYm Yh U`)' -++1$) MgiU``m' aYhU`g k]h\ `ck jU`iYg cZ cl]XUh]cb dchYbh]U`

]adfcjY [fUZh]b[ YZZYWh]jYbYgg) ?fUZh]b[ ]g Wcaacb`m WUff]YX cih ig]b[ h\Y

]bcf[Ub]W gU`hg cZ WYf]W Uaacb]ia b]hfUhY #;8F$ cf WYf]W Uaacb]ia gi`(

ZUhY) ?fUZh]b[ fYUWh]cb k]h\ ;8F aigh VY WUff]YX cih Uh `ck hYadYfUhifY

XiY hc ]hg ]bghUV]`]hm Uh \][\ jU`iYg cZ hYadYfUhifY) L\Y dfcdcgYX aYW\Ub]ga

]bjc`jYg h\Y ZcfaUh]cb cZ U Wcad`Yl VYhkYYb h\Y G&@ [fcidg dfYgYbh ]b h\Y

VUW_VcbY cZ h\Y V]cdc`maYf UbX h\Y aYhU` ]cb #>][) 1)-$) L\]g Wcad`Yl WUb

X]ggcW]UhY hc []jY ZfYY fUX]WU`g #9\UhhUW\UfmU UbX E]gfU' -++/$)

(#& @XRa^fPeT @TcW^S

8 fYWYbh aYh\cX Zcf WfYUh]b[ UWh]jY g]hYg ]g h\fci[\ a]WfckUjY fUX]Uh]cb

#K]b[\ Yh U`)' -+,-$) E]WfckUjYg YbWcadUgg Y`YWhfcaU[bYh]W fUX]Uh]cb

k]h\ ZfYeiYbW]Yg Zfca .++ E@n hc .++ ?@n) L\]g aYh\cX \Ug VYYb

Yad`cmYX Zcf gYjYfU` dc`maYf]nUh]cb fYUWh]cbg ]bW`iX]b[ WcbXYbgUh]cb UbX

ZfYY Wcbhfc``YX fUX]WU` UbX f]b[ cdYb]b[ dc`maYf]nUh]cbg) JYWYbh`m' ZibW(

h]cbU` acbcaYfg #j]bm` UbX UWfm`]Wg$ \UjY VYYb giWWYggZi``m [fUZhYX cbhc

gcaY V]cdc`maYfg ig]b[ h\]g aYh\cX #?]f] Yh U`)' -+,16 K]b[\ UbX JUbU'

-+,+6 Q][]hc[`i Yh U`)' -+,/$)

L\Y [fUZh]b[ dfcWYggYg WUff]YX cih Vm h\]g aYh\cX UfY gUZY UbX WcbjYb]Ybh

VYWUigY ]h fYXiWYg h\Y igY cZ hcl]W WcadcibXg #ZfYY fUX]WU` ]b]h]Uhcf'
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WUhU`mgh' gc`jYbh' YhW)$ UbX fYUWh]cb h]aY #KYb Yh U`)' -++46 K]b[\ Yh U`)' -++/6

OUb Yh U`)' -+,,$) L\Y a]WfckUjY [fUZh]b[ fYUWh]cbg Zcf V]cdc`maYfg ]g U

jYfm g]ad`Y UbX ZUgh dfcWYgg UbX WUb VY WUff]YX cih ]b gc`ih]cb cf gigdYbg]cb

#XYdYbX]b[ idcb h\Y]f gc`iV]`]hm ]b kUhYf$' Ug kY`` Ug ]b h\Y gc`]X d\UgY)

Gh\Yf UXjUbhU[Yg cZ h\]g hYW\b]eiY ]g h\Uh h\Y a]WfckUjY(]bXiWYX [fUZh]b[

dfcWYggYg UfY fYdfcXiW]V`Y' UbX h\Y [fUZh]b[ cbhc V]cdc`maYfg WUb VY WUff]YX

cih Uh Uhacgd\Yf]W WcbX]h]cbg ib`]_Y W\Ya]WU` aYh\cXg) EcfYcjYf' gcaY dU(

fUaYhYfg' giW\ Ug h\Y a]WfckUjY dckYf UbX YldcgifY h]aY' WUb VY igYX hc

Wcbhfc` h\Y [fUZh]b[ dYfWYbhU[Y' h\ig Ybgif]b[ dfYW]gY Wcbhfc` UbX

fYdfcXiW]V]`]hm)

E]WfckUjY(VUgYX [fUZh Wcdc`maYf gmbh\Yg]g WUb VY WUff]YX cih ]bhc hkc

hmdYg5 a]WfckUjY ]b]h]UhYX gmbh\Yg]g UbX a]WfckUjY Ugg]ghYX gmbh\Yg]g

#E]g\fU Yh U`)' -+,,U' -+,-$) Ab h\Y `Ugh cbY' h\Y [fUZh]b[ ]g ]b]h]UhYX Vm U

! 02143/ (!$
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WcaV]bUh]cb cZ a]WfckUjY fUX]Uh]cb UbX U W\Ya]WU` ]b]h]Uhcf #Y)[)' ;8F$

#CUaY`' -+,-6 E]g\fU Yh U`)' -+,,V$)

(#' ;XVW 7]TaVh EPSXPcX^] @TcW^Sb

8b U`hYfbUh]jY aYh\cX hc dfcXiWY h\Y [fUZh Wcdc`maYf]nUh]cb cZ V]cdc`m(

aYfg ]g k]h\ \][\ YbYf[m fUX]Uh]cb #[UaaU fUmg cf Y`YWhfcb VYUa$) Ab

h\]g aYh\cX' h\Y [fUZh]b[ dfcWYgg ]g YZZYWhiUhYX k]h\ U \][\ YZ!WUWm' UbX

h\Y WcbhUa]bUh]cb cZ h\Y V]caUhYf]U` k]h\ fYg]XiU` W\Ya]WU` WcadcibXg ]g

Ujc]XYX #9\UhhUW\UfmU' -+++6 ;`ci[\' -++,$) Ab h\]g WUgY' h\Y ]ffUX]Uh]cb

cZ dc`maYfg dfcXiWYg \cac`mh]W fidhifYg Zcfa]b[ ZfYY fUX]WU`g cb h\Y dc`m(

aYf]W VUW_VcbY) L\Y [fUZh]b[ dfcWYgg cZ V]cdc`maYfg Vm h\]g hYW\b]eiY ]g

g]ad`Y' UbX [fUZh]b[ m]Y`X WUb VY hibYX Vm jUfm]b[ gcaY dUfUaYhYfg giW\

Ug XcgY' fYUWh]cb h]aY' hYadYfUhifY' YhW) @ckYjYf' h\]g hmdY cZ fUX]Uh]cb ]g

bch gY`YWh]jY' UbX ]h WUb WUigY ghfiWhifU` XUaU[Y hc h\Y [fUZhYX V]cdc`maYf

#FYahUbi Yh U`)' -++2$)

L\Y aU]b fUX]Uh]cb gcifWYg igYX hc acX]Zm U dc`maYf UfY [UaaU fUX]Uh]cb'

Y`YWhfcb VYUa' P(fUmg' UbX i`hfUj]c`Yh' Uacb[ ch\Yfg) L\Y gY`YWh]cb cZ h\Y

gi]hUV`Y fUX]Uh]cb gcifWYg hc aU_Y h\Y [fUZh]b[ k]`` XYdYbX cb UWWYgg]V]`]hm'

fYUWh]j]hm cZ h\Y acbcaYf]W ac`YWi`Yg' jc`iaY cZ dfcXiWh]cb' UbX h\Y

XY[fUXUh]cb fYg]ghUbWY cZ h\Y aUWfcac`YWi`Y hc \][\ YbYf[m fUX]Uh]cbg)

L\Y [fUZh]b[ m]Y`X ]b h\Y acX]!YX V]cdc`maYf WUb VY hibYX Vm h\Y dfcdYf

W\c]WY cZ gcaY fYUWh]cb dUfUaYhYfg #XcgY' XcgY fUhY' hmdY cZ VUgY dc`maYf'

acbcaYf WcbWYbhfUh]cb' gc`jYbh' YhW)$ #9\UhhUW\UfmU UbX E]gfU' -++/$)

)# E36<3G<BA 9E38G<A9 B8 4<BCB?L@7EF

JUX]Uh]cb(]bXiWYX [fUZh]b[ Wcadf]gYg h\Y WfYUh]cb cZ ZfYY fUX]WU`g cb h\Y dc`m(

aYf W\U]bg Vm h\Y igY cZ \][\ YbYf[m fUX]Uh]cb) EcbcaYfg fYUWh k]h\ h\Y

UWh]jY g]hYg UbX h\Yb dfcdU[UhY hc Zcfa g]XY W\U]b [fUZhg #DUWfc]l Yh U`)'

-+,/$) O\Yb hkc cf acfY acbcaYfg cZ X]ZZYfYbh W\Ya]WU` bUhifYg UfY Wca(

V]bYX' [fUZh Wcdc`maYfg UfY cVhU]bYX) L\]g aYh\cX ]g U gi]hUV`Y dfcWYXifY

VYWUigY cZ ]hg ZUgh UbX ib]Zcfa ZcfaUh]cb cZ UWh]jY g]hYg Zcf ]b]h]Uh]b[ h\Y [fUZh(

]b[ fYUWh]cb h\fci[\cih h\Y V]cdc`maYf) L\Y acgh ]adcfhUbh VYbY!hg cZ h\]g

aYh\cX cjYf h\Y WcbjYbh]cbU` cbYg UfY h\Y Zc``ck]b[5 [fUZh]b[ WUb VY WUff]YX

cih Uh fcca hYadYfUhifY6 [fUZh]b[ WUb VY WUff]YX cih ]b h\Y h\fYY ghUhYg cZ aUh(

hYf6 UbX h\Y [fUZhYX aUhYf]U` ]g bch WcbhUa]bUhYX k]h\ fYg]XiU` W\Ya]WU` Wca(

dcibXg #;\c] Yh U`)' -++36 Pi Yh U`)' -+,,$) @ckYjYf' ]h ]g ]adcfhUbh hc aYbh]cb

h\Uh \][\ XcgY jU`iYg Wci`X WUigY XY[fUXUh]cb cf Wfcgg(`]b_]b[ cZ V]cdc`maYfg)

L\YfY UfY gYjYfU` hYW\b]eiYg hc ibXYfhU_Y U [fUZh]b[ ig]b[ \][\(YbYf[m

]cb]n]b[' k\]W\ UfY #,$ h\Y X]fYWh cf aihiU` aYh\cX' #-$ dYfcl]XUh]cb' UbX
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#.$ dfY]ffUX]Uh]cb) =UW\ cbY cZ h\YgY dfcWYggYg \UjY h\Y]f UXjUbhU[Yg UbX

X]gUXjUbhU[Yg) Ab U`` h\YgY hYW\b]eiYg' h\Y [YbYfUh]cb cZ g]hY UWh]jYg #]b]h]U(

h]cb$ XYdYbXg cb h\Y hmdY cZ fUX]Uh]cb gcifWY' fUX]Uh]cb gYbg]h]j]hm cZ h\Y

]bjc`jYX aUhYf]U`g' XcgY' UbX XcgY fUhY #FUgYZ UbX ?�jYb' -+,-$)

Ab h\Y X]fYWh cf aihiU` hYW\b]eiY' h\Y dc`maYf aUhf]l UbX acbcaYf UfY ]ffU(

X]UhYX g]ai`hUbYcig`m hc Zcfa h\Y ZfYY fUX]WU`g #>][) 1).8$) L\Y V]cdc`maYf

aUhf]l ]g giVaYf[YX ]b U acbcaYf]W gc`ih]cb ]b cfXYf hc VY ]ffUX]UhYX) L\Y

\cacdc`maYf ]g ZcfaYX ]b h\]g aYh\cX VYWUigY h\Y V]cdc`maYf aUhf]l UbX

acbcaYf UfY ]ffUX]UhYX Uh h\Y gUaY h]aY) L\Y dfcWYgg cZ h\Y ZcfaUh]cb cZ \c(

acdc`maYfg aUm VY ]b\]V]hYX Vm ig]b[ `ck XcgY fUhYg UbX*cf UXX]b[ gid(

dfYggcfg hc h\Y fYUWh]cb gmghYa) Ab h\]g aYh\cX' h\Y fYUWh]cb gmghYa ]g

]ffUX]UhYX WcbghUbh`m Xif]b[ h\Y [fUZh]b[ dfcWYgg' UbX [fUZh]b[ dYfWYbhU[Yg

UfY igiU``m \][\Yf h\Ub h\cgY cVhU]bYX Vm h\Y dfY]ffUX]Uh]cb aYh\cXg)

8`gc' h\]g aYh\cX ]g UhhfUWh]jY Zcf cVhU]b]b[ \][\ [fUZh]b[ dYfWYbhU[Yg cbhc

fUX]Uh]cb(gYbg]h]jY V]cdc`maYf aUhf]lYg #9\UhhUW\UfmU UbX E]gfU' -++/$)

?fUZh Wcdc`maYf]nUh]cb cZ UWfm`]W acbcaYfg cbhc gcaY V]cdc`maYfg \Ug

VYYb WUff]YX cih Vm h\Y X]fYWh aYh\cX #Dj Yh U`)' -+,.6 K]b[\ Yh U`)' -++4$)

Ab h\Y dYfcl]XUh]cb aYh\cX' h\Y V]cdc`maYf]W VUW_VcbY ]g giV^YWhYX hc

\][\(YbYf[m fUX]Uh]cb ]b h\Y dfYgYbWY cZ U]f Zcfa]b[ Y]h\Yf dYfclm cf

! 02143/ (!%
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\mXfcdYfclm [fcidg' XYdYbX]b[ cb h\Y bUhifY cZ h\Y V]cdc`maYf aUhf]l UbX

]ffUX]Uh]cb WcbX]h]cbg #>][) 1).9$) L\Y XYWcadcg]h]cb cZ h\YgY [fcidg Uh \][\

hYadYfUhifY ]b h\Y acbcaYf]W gc`ih]cb []jYg h\Y [fUZh]b[ dfcWYgg) Ab h\]g

aYh\cX' h\Y ZcfaUh]cb cZ \cacdc`maYfg ]g bY[`][]V`Y XiY hc h\Y acbcaYfg

h\Uh UfY bch YldcgYX hc fUX]Uh]cb) 8bch\Yf VYbY!h cZ h\]g aYh\cX ]g h\Uh h\Y

dfY]ffUX]UhYX V]cdc`maYfg WUb VY ghcfYX Uh `ck hYadYfUhifYg Zcf U WYfhU]b

h]aY VYZcfY dYfZcfa]b[ h\Y [fUZh]b[ fYUWh]cb) @ckYjYf' cbY XfUkVUW_ cZ

h\]g hYW\b]eiY ]g h\Y cl]XUh]jY XY[fUXUh]cb cZ h\Y V]cdc`maYf VUW_VcbY Xif(

]b[ ]ffUX]Uh]cb #;\Ud]fc' ,41-$)

Gb h\Y ch\Yf \UbX' h\Y [fUZh]b[ dfcWYgg Vm h\Y dfY]ffUX]Uh]cb aYh\cX ]g WUf(

f]YX cih Ug Zc``ckg5 !fgh' h\Y dc`maYf]W aUhf]l ]g ]ffUX]UhYX ]b Ub ]bYfh Uhac(

gd\YfY hc Zcfa ZfYY fUX]WU`g #>][) 1).;$) L\Yb h\Y ]ffUX]UhYX dc`maYf

giVghfUhY ]g hfYUhYX k]h\ U acbcaYf]W gc`ih]cb' ]b `]ei]X cf jUdcf ghUhY)

L\Y aU^cf VYbY!h cZ h\]g aYh\cX ]g h\Y `ck ZcfaUh]cb cZ \cacdc`maYfg

VYWUigY h\Y acbcaYf ]g bch ]ffUX]UhYX) @ckYjYf' h\Y X]gUXjUbhU[Yg cZ h\]g

aYh\cX ]bW`iXY `ck [fUZh]b[ m]Y`Xg UbX XY[fUXUh]cb cZ h\Y V]cdc`maYf VUW_(

VcbY XiY hc ]hg X]fYWh ]ffUX]Uh]cb #9\UhhUW\UfmU UbX E]gfU' -++/$)

)#% EPSXPcX^] 9aPUcX]V ^U 5WXc^bP]

;\]hcgUb #dc`m( (#,&/$(<([`iWcgUa]bY$ ]g U WUh]cb]W dc`mgUWW\Uf]XY XYf]jYX

Zfca XYUWYhm`Uh]cb cZ W\]h]b' k\]W\ WUb VY YlhfUWhYX Zfca h\Y Ylcg_Y`Yhcb cZ

ac``ig_g' WfighUWYUbg' WYfhU]b Zib[]' YhW) ;\]hcgUb ]g h\Y gYWcbX acgh UVib(

XUbh Ua]bc dc`mgUWW\Uf]XY bYlh hc WY``i`cgY #<Ug\ Yh U`)' -+,,6 JUhhUbU(

kcb[k]Vccb Yh U`)' -+,/$) L\]g V]cdc`maYf \Ug gcaY ]bhYfYgh]b[

dfcdYfh]Yg giW\ Ug kUhYf UbX ZUh(V]bX]b[ WUdUW]hm' V]cWcadUh]V]`]hm' V]cXY(

[fUXUV]`]hm' UbX Ubh]Zib[U` UWh]j]hm #>Y`h Yh U`)' ,4436 ?idhU Yh U`)' -+,0$)

L\YgY ]bhYfYgh]b[ dfcdYfh]Yg dYfa]h ]hg igY ]b h\Y V]caYX]WU` UbX V]chYW\bc(

`c[]WU` UfYUg #?UX' -++36 QUb[ Yh U`)' -++.$) L\]g V]cdc`maYf \Ug U dCU cZ

1)0' Zcfag [Y`g Uh `ck d@ jU`iYg' UbX dfYgYbhg `ck gc`iV]`]hm ]b UW]X gc`i(

h]cbg' k\]W\ `]a]hg ]hg Udd`]WUV]`]hm)

AbhYbgY YZZcfhg \UjY VYYb ZcWigYX hc ]adfcjY h\Y gc`iV]`]hm UbX Udd`]WUh]cbg

cZ h\]g aUhYf]U` #@iUb[ Yh U`)' -+,.V6 HUgUbd\Ub Yh U`)' -+,/U$) 8acb[ h\Y

jUf]cig aYh\cXg igYX hc acX]Zm h\]g _]bX cZ V]cdc`maYf' fUX]Uh]cb(]b]h]UhYX

[fUZh Wcdc`maYf]nUh]cb \Ug VYYb igYX Zcf acX]Zm]b[ h\Y W\Ya]WU` UbX d\mg(

]WU` dfcdYfh]Yg k]h\ ]bhYfYgh]b[ fYgi`hg #;U] Yh U`)' -++06 =`_\c`m' -++36 BUmU(

_iaUf Yh U`)' -++0$) ;cbg]XYfUV`Y YZZcfh \Ug VYYb XcbY ]b h\Y

ZibWh]cbU`]nUh]cb cZ h\]g V]cdc`maYf h\fci[\ [fUZh]b[ k]h\ j]bm` UbX UWfm`]W

acbcaYfg Vm ig]b[ h\Y fUX]Uh]cb [UaaU aYh\cX) L\Y WcaV]bUh]cb cZ bUhi(

fU` UbX gmbh\Yh]W dc`maYfg m]Y`Xg \mVf]X aUhYf]U`g h\Uh Wci`X aUb]ZYgh XYg]f(

UV`Y dfcdYfh]Yg #>Ub Yh U`)' -++46 BUUZUf Yh U`)' -+,/6 HUgUbd\Ub Yh U`)' -+,/V$)
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K]b[\ UbX Jcm #,442$ fYdcfhYX h\Y [fUZh]b[ cZ F' F (X]aYh\m`Ua]bcYh\m`aY(

h\UWfm`UhY #<E8=E8$ cbhc W\]hcgUb !`ag) L\Y dUfUaYhYfg giW\ Ug XcgY'

gc`jYbh Wcadcg]h]cb' acbcaYf WcbWYbhfUh]cb' UbX XcgY fUhY kYfY ZcibX hc

VY UZZYWh]b[ h\Y fUhY cZ [fUZh]b[ UbX \cacdc`maYf]nUh]cb) 8`gc' h\Ym ZcibX

h\Uh U XYg]fYX `YjY` cZ [fUZh]b[ cZ <E8=E8 cbhc W\]hcgUb !`ag WUb VY

fYUW\YX Vm hib]b[ h\Y [fUZh]b[ dUfUaYhYfg) L\Y acX]!YX W\]hcgUb !`ag

]adfcjYX h\Y]f h\YfaU` ghUV]`]hm)

Qi Yh U`) #-++.$ acX]!YX W\]hcgUb k]h\ Vihm` UWfm`UhY Vm aYUbg cZ [UaaU

fUX]Uh]cb) L\Ym cVgYfjYX Ub ]bWfYUgY ]b [fUZh]b[ m]Y`X k\Yb h\Y acbcaYf

WcbWYbhfUh]cb UbX XcgY kYfY fU]gYX) ;cadUfYX k]h\ df]gh]bY W\]hcgUb !`a'

h\Y [fUZhYX W\]hcgUb gUad`Yg g\ckYX Ub Yb\UbWYX \mXfcd\cV]W]hm UbX

]adUWh ghfYb[h\) Gb h\Y ch\Yf \UbX' R\Uc Yh U`) #-++.$ gmbh\Yg]nYX U gYf]Yg

cZ \mXfc[Y`g Zfca dc`m#j]bm` U`Wc\c`$ #HN8$ UbX WUfVclmaYh\m`UhYX W\]hc(

gUb #;E(W\]hcgUb$ Vm Y`YWhfcb VYUa ]ffUX]Uh]cb Uh fcca hYadYfUhifY k]h\

[ccX a]gW]V]`]hm) L\Y aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg UbX gkY``]b[ kYfY ]adfcjYX

XiY hc h\Y UXX]h]cb cZ ;E(W\]hcgUb ]bhc HN8 \mXfc[Y`g) 8`gc' h\Y \mXfc[Y`g

Yl\]V]hYX Ubh]VUWhYf]U` UWh]j]hm U[U]bgh ,SCHERICHIA COLI) L\]g dfcdYfhm ]g jYfm

]bhYfYgh]b[ UbX WUb VY igYZi` ]b h\Y V]caYX]WU` UbX d\UfaUWYih]WU` UfYUg)

<Yf[ibcj Yh U`) #-++3$ [fUZhYX -(\mXfclmYh\m` UWfm`UhY' -(\mXfclmYh\m`

aYh\UWfm`UhY' UbX F(j]bm`dmffc`]XcbY cbhc W\]hcgUb ig]b[ [UaaU fUmg)

L\Ym ghiX]YX h\Y YZZYWh cZ h\Y UVgcfVYX XcgY UbX WcbWYbhfUh]cb cZ acbcaYf

UbX gc`jYbh cb h\Y [fUZh]b[ m]Y`X) L\Y cVhU]bYX [fUZh Wcdc`maYfg g\ckYX gc`(

iV]`]hm ]b kUhYf ]b U k]XY d@ ]bhYfjU` WcadUfYX k]h\ df]gh]bY W\]hcgUb) Gb h\Y

ch\Yf \UbX' LU`YV #-++3$ WUff]YX cih h\Y fUX]Uh]cb [fUZh Wcdc`maYf]nUh]cb cZ

UWfm`]W UW]X #88W$ UbX UWfm`Ua]XY #88a$ cbhc W\]hcgUb ig]b[ h\Y X]fYWh

aYh\cX) L\Y dfYdUfYX \mXfc[Y`g g\ckYX Uad\c`mh]W UbX fYjYfg]V`Y d@

fYgdcbg]jYbYgg W\UfUWhYf]gh]Wg) 8`gc' h\]g [fUZh Wcdc`maYf kUg igYX hc

XY`]jYf Uacl]W]``]b hf]\mXfUhY) L\Y dfYdUfYX [fUZh W\]hcgUb Wcdc`maYfg

g\ckYX U dfca]g]b[ fYgi`h bch cb`m ]b h\Y !Y`X cZ Xfi[ hUf[Yh]b[' Vih h\Ym

U`gc g\ckYX h\Y dcgg]V]`]hm cZ Wcbhfc``]b[ h\Y fY`YUgY Uacibh UbX fY`YUgY

fUhY cZ h\]g Xfi[)

Kc__Yf Yh U`) #-++4U$ dfYdUfYX \mXfc[Y`g VUgYX cb W\]hcgUb [fUZhYX k]h\ dc`m

#UWfm`]W UW]X$ #H88W$' dc`m#\mXfclmdfcdm` aYh\UWfm`UhY$ #H@HE8$' dc`m

#j]bm` U`Wc\c`$ #HN8$' UbX [Y`Uh]b Zcf Wcbhfc``YX Xfi[ XY`]jYfm6 h\Y [fUZh

Wcdc`maYf]nUh]cb kUg WUff]YX cih Vm [UaaU ]ffUX]Uh]cb hYW\b]eiY ig]b[

h\Y X]fYWh aYh\cX) L\Y cVhU]bYX aUhYf]U`g g\ckYX X]ZZYfYbh gkY``]b[ UbX

[Y`Uh]cb XY[fYY XYdYbX]b[ cb h\Y Wcadcg]h]cb cZ W\]hcgUb' acbcaYfg' UbX

fUX]Uh]cb XcgY) EcfYcjYf' h\Ym ghiX]YX h\Y `cUX]b[ cZ h\Y Ubh]V]ch]W Xfi[

clmhYhfUWmW`]bY ]bhc h\Y \mXfc[Y`g UbX h\Y fY`YUg]b[ dfc!`Yg Uh X]ZZYfYbh

d@ UbX hYadYfUhifY) L\Y ]b j]hfc fY`YUgY g\ckYX h\Uh h\Y \mXfc[Y` cZ `ckYf
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WcbhYbh cZ H88W UbX HN8 UbX ]b UVgYbWY cZ H@HE8 \UX h\Y \][\Ygh

gkY``]b[ UbX fY`YUgY fUhY cZ h\Y Xfi[) 8`gc' h\Y fY`YUgY _]bYh]W g\ckYX jUf](

Uh]cbg k]h\ fYgdYWh hc gcaY dUfUaYhYfg giW\ Ug d@' acbcaYf WcbWYbhfUh]cb'

UbX Udd`]YX XcgY) L\YgY aUhYf]U`g Wci`X VY igYX Ug Xfi[ XY`]jYfm gmghYag Zcf

h\Y hfYUhaYbh cZ gcaY ]``bYggYg giW\ Ug ]bZYWh]cbg cb h\Y fYgd]fUhcfm hfUWhg

UbX g_]b)

Ab ch\Yf kcf_' C\Ub Yh U`) #-+,-$ dfYdUfYX acX]!YX W\]hcgUb !`ag k]h\

-(\mXfclmYh\m` aYh\UWfm`UhY #@=E8$ acbcaYf) @=E8 kUg WcaV]bYX

k]h\ U W\]hcgUb gc`ih]cb ]b UWYh]W UW]X6 h\Y [fUZh]b[ kUg WUff]YX cih h\fci[\

h\Y X]fYWh aYh\cX ig]b[ [UaaU ]ffUX]Uh]cb) L\Ym ZcibX h\Uh h\Y acX]!YX

W\]hcgUb !`ag ]adfcjYX h\Y]f aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg WcadUfYX k]h\ h\Y

ibacX]!YX cbYg) Gb h\Y ch\Yf \UbX' ?cbnu`Yn(LcffYg Yh U`) #-+,0$ [fUZhYX

W\]hcgUb cbhc dc`m#.(\mXfclmVihmfUhY$ ig]b[ h\Y X]fYWh aYh\cX XYgd]hY h\Y

W\Ya]WU` ]bUWh]j]hm cZ dc`m#.(\mXfclmVihmfUhY$) L\Y [fUZh]b[ cZ h\Y W\]hcgUb

cbhc dc`m#.(\mXfclmVihmfUhY$ kUg Wcb!faYX ig]b[ X]ZZYfYbh W\UfUWhYf]nU(

h]cb hYW\b]eiYg6 X]ZZYfYbh gc`jYbhg kYfY igYX hc !bX h\Y Uddfcdf]UhY cbY

Zcf U VYhhYf [fUZh]b[ dfcWYgg' !bX]b[ h\Uh h\Y VYgh gc`jYbh kUg Yh\m` UWYhUhY)

>]bU``m' h\Ym gi[[YghYX h\Uh h\Y aYW\Ub]ga cZ [fUZh]b[ ]g Vm h\Y Wcid`]b[

fYUWh]cb cZ h\Y Ua]bY W\]hcgUb fUX]WU` UbX h\Y aYh\m`YbY fUX]WU` [YbYfUhYX

]b dc`m#.(\mXfclmVihmfUhY$)

Ab h\Y gUaY mYUf' EcbhYg Yh U`) #-+,0$ acX]!YX W\]hcgUb k]h\

F(j]bm`WUdfc`UWhUa #FN;D$ Vm h\Y X]fYWh aYh\cX ig]b[ 1+;c [UaaU fUX](

Uh]cb) Gdh]aia WcbX]h]cbg Zcf [fUZh]b[ kYfY U fUX]Uh]cb XcgY cZ ,0 _?m' U

W\]hcgUb WcbWYbhfUh]cb cZ +)+, [*aD' UbX Ub FN;D WcbWYbhfUh]cb cZ

,)0 ac`*D) 8`gc' h\Ym YjU`iUhYX h\Y d@ UbX h\YfacfYgdcbg]jY dfcdYfh]Yg

cZ h\Y [fUZh Wcdc`maYfg' k\]W\ Yl\]V]hYX fYgdcbgY hc d@ #/)20$ UbX hYadYf(

UhifY #./)0 ;$' fYgdYWh]jY`m6 Zifh\YfacfY' Ub Yb\UbWYaYbh ]b ]hg \mXfcd\]`]W(

]hm kUg cVgYfjYX) L\YgY dfcdYfh]Yg aUm VY gi]hUV`Y Zcf h\Y Wcbhfc``YX fY`YUgY

cZ Xfi[g giW\ Ug 0("icfcifUW]` #Ub Ubh]WUbWYf U[Ybh$' k\]W\ ]g \][\`m hcl]W

k\Yb ]h ]g bch ]aacV]`]nYX ]b U dc`maYf]W aUhf]l) K]a]`Uf kcf_ kUg XcbY

Vm H{fYn(;U`]lhc Yh U`) #-+,1$' k\c acX]!YX W\]hcgUb k]h\ FN;D UbX

F'F(X]aYh\m`UWfm`Ua]XY ig]b[ Vch\ h\Y X]fYWh UbX dYfcl]XUh]cb aYh\cXg)

L\Ym ZcibX h\Uh h\Y [fUZh Wcdc`maYfg gmbh\Yg]nYX ig]b[ h\Y g]ai`hUbYcig

aYh\cX ]b h\Y cbY(ghYd fYUWh]cb dfYgYbhYX h\Y \][\Ygh [fUZh]b[ m]Y`Xg

# .+!$) 8`` gmbh\Yg]nYX Wcdc`maYfg g\ckYX h\YfaU` UbX d@ gYbg]h]j]hm)

)#& EPSXPcX^] 9aPUcX]V ^U 5T[[d[^bT

?fUZh Wcdc`maYf]nUh]cb YbUV`Yg h\Y ZcfaUh]cb cZ UXjUbWYX dc`maYfg Vm

UhhUW\]b[ gmbh\Yh]W dc`maYfg k]h\ X]ZZYfYbh dfcdYfh]Yg hc WY``i`cgY(VUgYX

dc`maYfg #L\U_if Yh U`)' -+,.U'V$) ;Y``i`cgY ]g h\Y acgh UVibXUbh UbX
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fYbYkUV`Y dc`maYf fYgcifWY UjU]`UV`Y kcf`Xk]XY h\Uh ]g igYX ]b X]ZZYfYbh Ud(

d`]WUh]cbg giW\ Ug ]b dUdYf' dUW_U[]b[' V]cgcfdh]cb' UbX V]caYX]WU` Udd`]WU(

h]cbg #Oc^bUfcj]hg Yh U`)' -+,+$)

;Y``i`cgY ]g U bUhifU` dc`maYf Wcbg]gh]b[ cZ (<([`iWcdmfUbcgY ib]hg ^c]bYX

hc[Yh\Yf Vm (,'/([`mWcg]X]W `]b_U[Yg k]h\ U f]VVcb g\UdY' k\]W\ aU_Yg ]h

"Yl]V`Y) L\YgY W\UfUWhYf]gh]Wg ]b ]hg ghfiWhifY YbXck dfcdYfh]Yg giW\ Ug \m(

Xfcd\]`]W]hm' W\]fU`]hm' XY[fUXUV]`]hm' UbX W\Ya]WU` fYUWh]j]hm UbX UfY XiY

hc h\Y \][\ Xcbcf fYUWh]j]hm cZ h\Y G@ [fcidg #C`Yaa Yh U`)' -++06 G";cbbY``

Yh U`)' -++3$)

EcX]!WUh]cb cZ WY``i`cgY(VUgYX dc`maYfg Vm fUX]Uh]cb [fUZh]b[ cZZYfg Ub

]adcfhUbh dUh\ hc YbXck bYk dfcdYfh]Yg cf Yb\UbWY Yl]gh]b[ cbYg #C\Ub'

-++06 Kc__Yf Yh U`)' -+,-6 NYfaU UbX CUif' -+,-$) JUX]Uh]cb cZ WY``i`cgY

aUWfcac`YWi`Yg []jYg \][\`m fYUWh]jY ]bhYfaYX]UhYg' giW\ Ug ]cbg UbX ZfYY

fUX]WU`g #;\a]Y`Ykg_] Yh U`)' -++0$) L\YgY UWh]jY g]hYg UfY igiU``m ZcfaYX

]b dcg]h]cbg , UbX / cZ h\Y dmfUbcgY f]b[ #=fg\cj' ,443$) @ckYjYf' Xif]b[

h\Y fUX]Uh]cb(]bXiWYX [fUZh]b[ cZ WY``i`cgY UbX ]hg XYf]jUh]jYg' g]XY fYUWh]cbg

giW\ Ug W\U]b XY[fUXUh]cb UbX Wfcgg(`]b_]b[ aUm cWWif #>Y] Yh U`)' -+++6

HY_Y` Yh U`)' -++/$) L\Y dfcdYfh]Yg cZ h\Y [fUZh Wcdc`maYfg VUgYX cb WY``i`cgY

XYdYbX cZ h\Y hmdY cZ acbcaYf]W ac`YWi`Y' [fUZh]b[ m]Y`X' UbX fUX]Uh]cb

hYW\b]eiY)

B]Ube]b Yh U`) #,444$ [fUZhYX dc`m#F(]gcdfcdm`UWfm`Ua]XY$' HFAH88a' cbhc

Wchhcb WY``i`cgY Vm (dYfcl]XUh]cb(]bXiWYX [fUZh]b[ aYh\cX) L\Ym ghiX]YX

h\Y YZZYWh cZ UVgcfVYX XcgY' XcgY fUhY' [fUZh]b[ hYadYfUhifY' UbX WcbWYbhfUh]cb

cZ acbcaYf cb h\Y [fUZh]b[ m]Y`Xg) L\Y gifZUWY cZ [fUZhYX Wchhcb ZUVf]W kUg

h\YfacgYbg]V`Y' k]h\ U fYgdcbgY hYadYfUhifY cZ .0 ;) EcfY fYWYbh`m'

-(UWfm`Ua]Xc[`mWc`]W UW]X #U d@(fYgdcbg]jY dc`maYf$ \Ug VYYb [fUZhYX cbhc

U XYf]jUh]jY cZ WY``i`cgY Vm [UaaU fUX]Uh]cb hYW\b]eiY #8VX =`(Ec\Xm' -+,/$)

Gb h\Y ch\Yf \UbX' F\c Yh U`) #-++.$ ]adfcjYX h\Y gifZUWY V`ccX WcadUh]V]`]hm

cZ WY``i`cgY !`ag Vm fUX]Uh]cb [fUZh]b[ cZ UWfm`]W UW]X' -(\mXfclmYh\m`

aYh\UWfm`UhY' UbX h\fYY _]bXg cZ dc`mYh\m`YbY [`mWc` aYh\UWfm`UhYg) Ab h\]g

kcf_' \YdUf]b kUg ]bhfcXiWYX cbhc h\Y [fUZhYX WY``i`cgY !`a gifZUWYg ]b cfXYf

hc WfYUhY bcbh\fcaVc[Yb]W gifZUWYg)

LU_UWg Yh U`) #-++0$ [fUZhYX gcaY acbcaYfg giW\ Ug 88a' UWfm`]W UW]X #88W$'

-(\mXfclmdfcd]` UWfm`UhY' -(\mXfclmdfcd]` aYh\UWfm`UhY' UbX F'F (aYh\m`YbY

V]gUWfm`Ua]XY cbhc Wchhcb WY``i`cgY Vm h\Y dYfcl]XUh]cb aYh\cX) L\Ym ZcibX

h\Uh [fUZh]b[ m]Y`X kUg XYdYbXYbh cZ acbcaYf hmdY) 8`h\ci[\ h\Y fUX]Uh]cb

XY[fUXUh]cb cZ Wchhcb WY``i`cgY ghUfhYX Uh jYfm `ck XcgYg #0&,+ _?m$' ]h X]X

bch fYgi`h ]b U g][b]!WUbh W\Ub[Y ]b h\Y aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg ibh]` U XcgY cZ

/+ _?m) >ifh\YfacfY' h\Y gUaY Uih\cfg acX]!YX Wchhcb WY``i`cgY gUad`Yg
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ig]b[ F(j]bm`dmffc`]XcbY Ug acbcaYf Vm X]fYWh UbX dYfcl]XUh]cb [fUZh]b[

aYh\cXg' cVhU]b]b[ `ck [fUZh]b[ m]Y`Xg Vm h\Y dYfcl]XUh]cb aYh\cX' k\]`Y

\][\ [fUZh]b[ m]Y`Xg kYfY cVhU]bYX Vm h\Y X]fYWh cbY #LU_UWg Yh U`)' -++2$)

KiVgYeiYbh`m' h\Ym acX]!YX hkc _]bXg cZ WY``i`cgY #Wchhcb UbX Wchhcb `]bhYf$

Vm h\Y X]fYWh aYh\cX6 ]b h\]g WUgY' h\Ym igYX h\Y Zc``ck]b[ acbcaYfg5

-(Yh\m`\Ylm`UWfm`UhY #=@8$ UbX -(Yh\m`\Ylm`aYh\UWfm`UhY) L\Ym ghiX]YX h\Y

YZZYWh cZ Udd`]YX XcgY' ghfiWhifY' UbX acbcaYf WcbWYbhfUh]cb' Ug kY`` Ug h\Y

YZZYWh cZ ghmfYbY WcbWYbhfUh]cb #igYX Ug \cacdc`maYf giddfYggcf$ cb h\Y [fUZh(

]b[ m]Y`X #LU_UWg Yh U`)' -+,+$)

?cY` Yh U`) #-++4$ igYX [UaaU fUX]Uh]cb hc WcjU`Ybh`m `]b_ dc`mS-(#EYh\UWfm(

`cm`clm$Yh\m`T(hf]aYh\m`Uaacb]ia W\`cf]XY #E8=L;$ hc Wchhcb ZUVf]W Vm h\Y

X]fYWh aYh\cX) L\Y Ubh]VUWhYf]U` UWh]j]hm U[U]bgh jUf]cig VUWhYf]U kUg hYghYX cb

h\YgY [fUZhYX gUad`Yg) L\Y fYgi`hg g\ckYX h\Uh h\Y [fUZhYX Wchhcb gUad`Yg

dcggYgg g][b]!WUbh Ubh]VUWhYf]U` UWh]j]hm U[U]bgh [fUa(dcg]h]jY VUWhYf]U `]_Y

;TAPHYLOCOCCUS AUREUS' )ACILLUS CEREUS' UbX [fUa(bY[Uh]jY VUWhYf]U `]_Y

,% COLI UbX 7SEUDOMONAS UORESCENS% 8`gc' h\Y gUaY Uih\cfg fYdcfhYX h\Y gmb(

h\Yg]g UbX acX]!WUh]cb cZ U WY``i`cgY(VUgYX UXgcfVYbh Zcf kUhYf hfYUhaYbh)

L\Ym acX]!YX WY``i`cg]W aUhYf]U`g k]h\ dc`m#-(#aYh\UWfm`cm`clm$ Yh\m`$

hf]aYh\m`Uaacb]ia W\`cf]XY #HE8=L;$ j]U U g]b[`Y(ghYd([fYYb(fUX]Uh]cb

[fUZh]b[ dfcWYgg ig]b[ [UaaU fUX]Uh]cb gcifWY #?cY` Yh U`)' -+,0$)

;Y``i`cgY(VUgYX dc`maYfg \UjY VYYb acX]!YX k]h\ gcaY WmW`cXYlhf]bg hc

`cUX X]ZZYfYbh Xfi[g) 8VXY`(@U`]a Yh U`) #-+,,$ Yad`cmYX Y`YWhfcb VYUa fU(

X]Uh]cb hc [fUZh U a]lhifY cZ [`mW]Xm` aYh\UWfm`UhY*acbcW\`cfchf]Un]bm`(

(WmW`cXYlhf]b cbhc Wchhcb ZUVf]W) L\Yb k\Yb [fUZhYX gUad`Yg kYfY `cUXYX

k]h\ W\`cfc\Yl]X]bY X]UWYhUhY' giW\ gUad`Yg g\ckYX Ubh]a]WfcV]U` UWh]j]hm

]b WcadUf]gcb k]h\ ib`cUXYX cbYg) L\Y Uih\cfg U`gc WcbW`iXYX h\Uh WmW`c(

XYlhf]b ac]Yh]Yg \Y`d hc \cgh UbX _YYd h\Y Xfi[' []j]b[ `Ugh]b[ Ubh]a]WfcV]U`

UWh]j]hm)

Ab U kcf_ fYdcfhYX Vm @]f]Ufh(JUa|fYn Yh U`) #-+,-$' h\Y acX]!WUh]cb cZ

Wchhcb [UinYg k]h\ gcaY WmW`cXYlhf]bg # (WmW`cXYlhf]b UbX \mXfclm(

dfcdm`( (WmW`cXYlhf]b$ kUg aUXY giWWYggZi``m ]b cfXYf hc YbXck h\Ya

k]h\ h\Y UV]`]hm hc Y`ihY bU`]X]l]W UW]X) ;mW`cXYlhf]bg fYaUf_UV`m ]bWfYUgYX

h\Y UZ!b]hm cZ h\Y [UinYg Zcf Ub Ubh]a]WfcV]U` U[Ybh giW\ Ug bU`]X]l]W UW]X'

YbXck]b[ h\Y [UinYg k]h\ h\Y UV]`]hm hc ]b\]V]h h\Y [fckh\ cZ gigWYdh]V`Y

dUh\c[Ybg)

Gb h\Y ch\Yf g]XY' h\Y [fUZh]b[ cZ [`mW]Xm` aYh\UWfm`UhY U`cbY cf ]b WcaV](

bUh]cb k]h\ (WmW`cXYlhf]b cbhc Wchhcb ZUVf]Wg kUg WUff]YX cih ig]b[ Y`YW(

hfcb VYUa #@YVY]g\ Yh U`)' -+,/$6 h\Yb h\Y [fUZhYX gUad`Yg kYfY `cUXYX

k]h\ Ub YZ!W]Ybh ]bgYWh]W]XY #dYfaYh\f]b' V]cU``Yh\f]b$) L\Y fYgi`hg g\ckYX

h\Uh h\Y \][\Yf WcbhYbhg cZ WmW`cXYlhf]bg ]b h\Y [fUZhYX gUad`Yg \Y`dg hc
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]bWcfdcfUhY \][\Yf Uacibhg cZ ]bgYWh]W]XY ]b h\Y dc`maYf]W gmghYa) 8 g]a]`Uf

kcf_ \Ug VYYb fYdcfhYX Vm Kc__Yf Yh U`) #-++4V$)

)#' EPSXPcX^] 9aPUcX]V ^U 3[VX]PcT

8`[]bUhYg UfY bUhifU` V]cdc`maYfg #YlhfUWhYX Zfca Vfckb gYU gYYXg$ Wcbgh](

hihYX Vm W\U]bg cZ (<(aUbbifcbUhY UbX (D([i`ifcbUhY) 8`[]bUhY gU`hg UfY

igYX Zcf aUbm Udd`]WUh]cbg ]bW`iX]b[ ZccX' `YUh\Yf' d\UfaUWYih]WU`g' YhW)

#LUg_ b Yh U`)' -+,,$) L\YgY gU`hg UfY V]cWcadUh]V`Y' V]cXY[fUXUV`Y' bcbWm(

hchcl]W' UbX d@(gYbg]h]jY #Ag _`Ub UbX C�y�_VU`W ' -+,-$) FYjYfh\Y`Ygg'

h\]g V]cdc`maYf ]g XY[fUXYX Vm YbnmaYg UbX gigWYdh]V`Y hc a]WfcV]U`

WcbhUa]bUh]cb) 8`gc' h\]g aUhYf]U` dfYgYbhg aUbm `]a]hUh]cbg ]b hYfag cZ

ZUVf]WUh]cb' `]a]h]b[ ]hg igY ]b aUbm !Y`Xg #Q][]hc[`i Yh U`)' -+,/$) L\Y [fUZh

Wcdc`maYf]nUh]cb cZ acbcaYfg cbhc h\]g V]cdc`maYf WUb ]bhfcXiWY XYg]fYX

UbX bYk dfcdYfh]Yg UbX h\YfYZcfY Yb`Uf[Y h\Y !Y`X cZ dchYbh]U` Udd`]WUh]cb'

UbX h\Y fUX]Uh]cb([fUZh]b[ hYW\b]eiY \Ug VYYb igYX Zcf h\]g difdcgY #=`

>UX`' -+,/6 =`(FU[[Uf' -+,16 LU`YV Yh U`)' -+,0$)

9UfXU^YY Yh U`) #-+,-$ dfYdUfYX \mXfc[Y`g cZ #-(X]aYh\m`Ua]bcYh\m`$ aYh\(

UWfm`UhY #<E8=E8$ #U d@(gYbg]h]jY acbcaYf$ UbX gcX]ia U`[]bUhY ig]b[

[UaaU fUX]Uh]cb k]h\ U fUb[Y cZ XcgYg cZ 0&-+ _?m) L\Ym YjU`iUhYX h\Y YZ(

ZYWh cZ gcaY dUfUaYhYfg ]bW`iX]b[ gcX]ia U`[]bUhY WcbWYbhfUh]cb'

<E8=E8 WcbWYbhfUh]cb' ]ffUX]Uh]cb XcgY cb h\Y [Y` WcbhYbh' UbX h\Y

gkY``]b[ VY\Uj]cf) L\Ym ZcibX h\Uh h\Y [fUZh Wcdc`maYfg dfYdUfYX Uh U Wcb(

WYbhfUh]cb cZ ,)0 [ gcX]ia U`[]bUhY UbX -), ac`*D <E8=E8 UbX Uh U fUX](

Uh]cb XcgY cZ 0 _?m X]gd`UmYX h\Y \][\Ygh gkY``]b[ WUdUW]hm) 8`gc' h\Y

cVhU]bYX \mXfc[Y` dfYgYbhYX fYgdcbgY hc d@' k\]W\ aU_Yg h\Ya [ccX WUb(

X]XUhYg hc XYjY`cd ]bhY``][Ybh gcZh aUhYf]U`g k]h\ dchYbh]U` Udd`]WUh]cb Ug

Xfi[ XY`]jYfm gmghYag)

>ifh\Yf' C\Ub Yh U`) #-+,.$ [fUZhYX dc`m #Yh\m`YbY [`mWc`$ #H=?$ cbhc ;U(

U`[]bUhY !VYfg hc ]adfcjY h\Y d\mg]WU`(aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg cZ h\YgY Vm

Udd`m]b[ (fUX]Uh]cb Uh X]ZZYfYbh ]ffUX]Uh]cb XcgYg #+)0&,+ _?m$) 8ih\cfg

ghiX]YX h\Y YZZYWh cZ (]ffUX]Uh]cb cb h\Y d\mg]WU`(aYW\Ub]WU`' h\YfaU`' UbX

acfd\c`c[]WU` dfcdYfh]Yg cb h\Y U`[]bUhY !VYfg #L\U_if Yh U`)' -+,/$) L\Y

[fUZhYX !VYfg g\ckYX Yb\UbWYX d\mg]WU`(aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg h\Ub h\cgY

cZ bcb[fUZhYX cbYg) L\Y H=?([fUZhYX U`[]bUhY !VYfg UfY dfca]g]b[ WUbX](

XUhYg Zcf V]caYX]WU` Udd`]WUh]cbg #Y)[)' gif[]WU` gihifY$ ]b k\]W\ U`[]bUhY

[Y`g k]h\ \][\Yf V]cWcadUh]V]`]hm UfY fYei]fYX)

DYbW]bU Yh U`) #-+,0$ gmbh\Yg]nYX h\YfacfYgdcbg]jY U`[]bUhY([(dc`m#F(

]gcdfcdm`UWfm`Ua]XY$ Wcdc`maYfg ig]b[ h\Y [UaaU fUX]Uh]cb Zfca 1+;c

gcifWY Vm h\Y X]fYWh aYh\cX) 8ih\cfg ZcibX h\Uh U \][\ ]b]h]U` Uacibh cZ

FAH88a \Y`dg hc cVhU]b U \][\Yf WcbhYbh cZ HFAH88a ]b h\Y Wcdc`maYf)
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8`gc' k\Yb ]ffUX]Uh]cb XcgY ]g fU]gYX' h\Y [fUZh]b[ m]Y`X cZ HFAH88a ]b(

WfYUgYg) 8ih\cfg WcbW`iXYX h\Uh h\Y acX]!WUh]cb cZ U`[]bUhY ig]b[ [UaaU

fUX]Uh]cb Uh `ck XcgYg cZZYfg U gi]hUV`Y dUh\kUm hc cVhU]b aUhYf]U`g k]h\

gYf]cig Udd`]WUh]cbg ]b h\Y aYX]W]bY !Y`X)

)#( EPSXPcX^] 9aPUcX]V ^U 9T[PcX]

?Y`Uh]b ]g cVhU]bYX Zfca Wc``U[Yb \mXfc`mg]g #F]W\c` Yh U`)' -+,+$6 WcaaYf(

W]U``m' [Y`Uh]b ]g dfYgYbhYX ]b Zcfa cZ g\YYhg cf "U_Yg k]h\ gcaY d\mg]WU`

W\UfUWhYf]gh]Wg ]bW`iX]b[ Wc`cf`Ygg cf g`][\h`m mY``ck' hfUbgdUfYbh' Vf]hh`Y'

cXcf`Ygg' UbX hUghY`Ygg) ?Y`Uh]b ]g WcadcgYX cZ UVcih ,0! kUhYf' ,!&/!

]bcf[Ub]W gU`hg' UbX hfUWY Uacibh cZ [fYUgY) L\]g V]cdc`maYf ]g V]cXY[fUX(

UV`Y UbX V]cWcadUh]V`Y' h\YfYZcfY ]h ]g U [ccX WUbX]XUhY Zcf dfYdUf]b[ ZibW(

h]cbU` aUhYf]U`g #;ifW]c Yh U`)' -+,+6 NUb <Yb 9i`W_Y Yh U`)' -+++$) ?Y`Uh]b

fUX]Uh]cb([fUZhYX Wcdc`maYfg \UjY VYYb gmbh\Yg]nYX hc ]adfcjY h\Y dfcdYf(

h]Yg cZ h\Y V]cdc`maYf]W VUW_VcbY Zcf igY ]b X]jYfgY Udd`]WUh]cbg #B]UbV]Uc

Yh U`)' -++-6 CUif Yh U`)' ,4436 NUneiYn Yh U`)' ,440$)

?i`(Y(Fccf Yh U`) #-++4$ ]ffUX]UhYX [Y`Uh]b !`ag Uh X]ZZYfYbh XcgYg ig]b[ U ;c(

1+ gcifWY) L\Ym ZcibX h\Uh h\Y ]ffUX]UhYX [Y`Uh]b !`ag ]adfcjYX h\Y]f aYW\Ub(

]WU` dfcdYfh]Yg) 8`gc' h\Ym ghiX]YX h\Y YZZYWh cZ ifYU UXX]h]cb #,&0 kh!$ hc h\Y

[Y`Uh]b gc`ih]cb cb h\YgY dfcdYfh]Yg) JYgi`hg g\ckYX h\Uh hYbg]`Y ghfYb[h\ #LK$

Zcf !`ag WcbhU]b]b[ ifYU Yb\UbWYX WcadUfYX k]h\ h\Uh Zcf df]gh]bY [Y`Uh]b)

L\Yb [Y`Uh]b(ifYU aUhYf]U`g kYfY fYUWhYX k]h\ =@8 #-(Yh\m`\Ylm` UWfm`UhY$ gc(

`ih]cbg) L\Ym WcbW`iXYX h\Uh h\Y UXX]h]cb cZ h\YgY WcadcibXg fYXiWYg h\Y Vf]h(

h`YbYgg cZ h\]g V]cdc`maYf UbX ]adfcjYg ]hg LK)

Gb h\Y ch\Yf \UbX' Ki`hUbU Yh U`) #-+,+$ acX]!YX [Y`Uh]b Vm [fUZh]b[ -(

\mXfclmYh\m` aYh\UWfm`UhY #@=E8$ #,+&0+ kh!$ ]b aYh\Ubc` ig]b[

[UaaU fUX]Uh]cb) L\Ym ZcibX h\Uh h\Y ]ffUX]UhYX [Y`Uh]b !`ag g\ckYX VYhhYf

hYbg]`Y UbX h\YfaU` dfcdYfh]Yg VYWUigY cZ h\Y ZcfaUh]cb cZ U XYbgYf bYhkcf_

ghfiWhifY) Ah aYUbg h\Uh h\Y [fUZh]b[ cZ @=E8 Vm h\Y UWh]cb cZ [UaaU fUX](

Uh]cb ]adfcjYX h\YgY dfcdYfh]Yg k\Yb WcadUfYX hc df]gh]bY [Y`Uh]b) K]a]`Uf

kcf_ kUg XcbY Vm RUaUb Yh U`) #-+,,$) L\Ym acX]!YX [Y`Uh]b !`ag k]h\

=@8 ig]b[ [UaaU fUX]Uh]cb) L\Ym ZcibX h\Uh h\Y hYbg]`Y UbX h\YfaU` dfcd(

Yfh]Yg cZ [Y`Uh]b !`ag kYfY Yb\UbWYX UZhYf h\Y [fUZh]b[ cZ =@8)

*# 4<B@76<53? 3CC?<53G<BAF

Ab h\Y dUgh -+ mYUfg' ]bjYgh][Uh]cb ]b V]caUhYf]U`g UbX Yb[]bYYf]b[ gW]YbWY

\Ug VYYb Wf]h]WU` hc h\Y XYjY`cdaYbh cZ gYjYfU` aUhYf]U`g ]bW`iX]b[ dc`maYfg

UbX U``cmg Zcf aYX]WU` Udd`]WUh]cbg) EYX]WU` XYj]WY Udd`]WUh]cb ]bW`iXYg h\Y

WfYUh]cb cZ ]bhYfZUWY WcaV]bUh]cb VYhkYYb h\Y aUhYf]U` UbX h\Y V]c`c[]WU`

*+* 16/<?3= * 269?6G?CB +E6<G?B= C< &?CDC@LA;EF 6B9 3LBG>;G?8 1C@LA;EF



Ybj]fcbaYbh) L\Y ]bhYfUWh]cbg cZ X]ZZYfYbh dc`maYf]W aUhYf]U`g `cUXYX k]h\

Xfi[g ]b V]c`c[]WU` "i]Xg' d`UgaU dfchY]bg' UbX d`UhY`Yhg UfY h\Y df]bW]dU`

Wcbg]XYfUh]cb ]b ghiXm]b[ h\Y V`ccX WcadUh]V]`]hm cZ dc`maYfg) L\Y gifZUWYg

]b X]fYWh WcbhUWh k]h\ WY``g' h]ggiYg' UbX V`ccX a][\h dfYgYbh UXgcfdh]cb cZ

dfchY]bg ]b gYWcbXg' k\]W\ Wci`X Zcfa U Wcad`Yl dfchY]b WcUh]b[) L\Y

UXgcfdh]cb cZ V]c`c[]WU` WcadcbYbhg k]`` bcfaU``m hf][[Yf ]b U gYf]Yg cZ V]c(

`c[]WU` fYUWh]cbg h\Uh UfY acgh`m UXjYfgY hc h\Y dc`maYf]W aUhYf]U`g

#;cbhfYfUg(?UfW|U UbX 9iW]c' -+,.$)

8fh]!W]U` dfcgh\YgYg' jUgWi`Uf [fUZhg' \YUfh jU`jYg' UbX WUh\YhYfg UfY k]XY`m

igYX hc ]adfcjY h\Y eiU`]hm cZ `]ZY cZ dUh]Ybhg Xif]b[ aYX]WU` hfYUhaYbhg

UfcibX h\Y [`cVY) 9ih h\Y biaVYf cZ ]bZYWh]cbg fY`UhYX hc ]ad`UbhUV`Y aYX(

]WU` XYj]WYg \Ug ]bWfYUgYX g][b]!WUbh`m' WUig]b[ U bY[Uh]jY ]adUWh cb h\Y

acfV]X]hm UbX acfhU`]hm cZ dUh]Ybhg #;UadcWW]U Yh U`)' -+,+$) 8 `Uf[Y bia(

VYf cZ aYX]WU` XYj]WYg' ]bW`iX]b[ ]ad`UbhUV`Y WUh\YhYfg' UfY aUXY cZ gmb(

h\Yh]W dc`maYfg giW\ Ug HH' HN;' KJ' UbX HM #8`jUfYn(DcfYbnc Yh U`)'

-+,+$) L\YgY dc`maYfg UfY _bckb hc VY \mXfcd\cV]W aUhYf]U`g' k\]W\ ZUjcf

VUWhYf]U` UX\Yg]cb UbX*cf h\Y ZcfaUh]cb cZ V]c!`ag) 9]c!`a ]g U WcUh]b[ Wcb(

g]gh]b[ cZ aU]b`m VUWhYf]U YaVYXXYX ]b U gY`Z(dfcXiWYX YlhfUWY``i`Uf gifZUWY

h\Uh dfchYWhg a]Wfccf[Ub]gag Zfca Ubh]a]WfcV]U` dfYWifgcfg UbX X]ZZYfYbh ib(

XYg]fUV`Y Ybj]fcbaYbhU` WcbX]h]cbg ZUjcf]b[ [YbY hfUbgZYf #>`Yaa]b[ UbX

O]b[YbXYf' -+,+6 ;cbhfYfUg(?UfW|U Yh U`)' -+,,$)

*#% C^[h\Tab X] 4X^\TSXRP[ HbTb

L\YfY ]g U Wcbg]XYfUV`Y biaVYf cZ X]ZZYfYbh acfd\c`c[]Yg ]b h\Y UfYU cZ

aUWfcac`YWi`Yg) Ab h\Y WUgY cZ dc`maYfg' h\Ym aUm VY `]bYUf' VfUbW\YX'

WcaV(`]_Y' ghY``Uf' aUWfcWmW`]W' cf Wfcgg(`]b_YX a]WY``Yg' k\Yb h\Y W\U]bg

UfY ^c]bYX hc[Yh\Yf) L\Y Wcdc`maYfg aUm \UjY Ub U`hYfbUh]b[' fUbXca'

V`cW_' cf [fUZh cfXYf) JYdYh]h]jY ib]hg aigh \UjY U gdYW]!W cfXYf' VYWUigY

X]ZZYfYbh cfXYfg fYgi`h ]b X]ZZYfYbh dfcdYfh]Yg) LfUX]h]cbU` dc`maYfg UfY

]bWfYUg]b[`m igYX ]b aYX]W]bY Ug V]caUhYf]U`g #V]caYX]WU` XYj]WYg$) L\Y

fYgYUfW\ cZ bYk ZibWh]cbU`]nUh]cb dfcWYggYg \Ug dYfa]hhYX h\Y XYjY`cdaYbh

cZ aUbm dc`maYf aUhYf]U`g Yad`cmYX Ug ]ad`Ubh Wcbgh]hiYbhg UbX Xfi[

UXa]b]ghfUh]cb) L\Y W\Ya]WU` ZibWh]cbU`]nUh]cb Udd`]YX hc ]bhYfdYbYhfUh]b[

bYhkcf_g ig]b[ (]cb]n]b[ ]ffUX]Uh]cb WUb VY Ub YZZYWh]jY U`hYfbUh]jY hc fY]b(

WcfdcfUhY gcaY dc`maYfg k\cgY igY \Ug VYYb `ck XiY hc Wcad`]WUh]cbg

UggcW]UhYX k]h\ V]cWcadUh]V]`]hm' hcl]W]hm' cf VUWhYf]U` Wc`cb]nUh]cb

#Ei}cn(Ei}cn UbX 9iW]c' -+,.$)

>cf acfY h\Ub ,++ mYUfg' dc`maYf gW]YbWY \Ug VYYb Udd`]YX ]b aYX]W]bY

#?f]Z!h\' -+++$ XiY hc ]hg V]cWcadUh]V]`]hm UbX W\Ya]WU` jYfgUh]`]hm

#<\UbXUmih\UdUb] Yh U`)' -+,,$) L\YfY UfY aUbm ZUWhcfg h\Uh Wci`X VY
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Wcbg]XYfYX VYZcfY Yad`cm]b[ U dc`maYf hc aUbiZUWhifY aYX]WU` XYj]WYg'

giW\ Ug ]hg d\mg]WU` W\UfUWhYf]gh]Wg' W\Ya]WU` Wcadcg]h]cb #JUaU_f]g\bU

Yh U`)' -++,$' ghfiWhifY' ac`YWi`Uf kY][\h' gc`iV]`]hm' \mXfcd\cV]W]hm*\mXfc(

d\]`]W]hm #<\UbXUmih\UdUb] Yh U`)' -+,,$' UbX V]cWcadUh]V]`]hm) L\Y V]cWca(

dUh]V]`]hm' #]g h\Y acgh ]adcfhUbh ZUWhcf Zcf XYg][b]b[ V]caUhYf]U`g UbX ]h ]g

XY!bYX Ug h\Y UV]`]hm cZ h\Y dc`maYf]W aUhYf]U` hc WUffm cih ]hg ZibWh]cb'

]bhYfUWh]b[ Uh h\Y gUaY h]aY k]h\ h]ggiY UbX V]c`c[]WU` "i]Xg k]h\cih WUigY

#g]W$ Ubm ]aaibc[Yb]W fYgdcbgY$ #JUaU_f]g\bU Yh U`)' -++,$)

L\Y jYg]W`Yg \UjY VYYb igYX ]bWfYUg]b[`m ]b X]ZZYfYbh V]caYX]WU` Udd`]WUh]cbg

hc fYgYUfW\ gcaY d\mg]WU`' W\Ya]WU`' WUhU`mh]W' UbX V]c`c[]WU` dfcWYgg) L\Ym

kYfY igYX Ug acXY`g ]b V]c`c[m Ug hkc(X]aYbg]cbU` gmghYag k]h\ U gc`]X cf

"i]X aUhf]l hc ghiXm X]ZZYfYbh dfchY]bg ]b aYaVfUbYg' V]ca]bYfU`]nUh]cb'

WY``i`Uf hfUbgdcfh' UbX ]bhfUWY``i`Uf hfUZ!W) KYjYfU` mYUfg U[c' h\YgY gmghYag

\UX U [fYUh XYU` cZ ]bhYfYgh ]b h\Y ]bjYgh][Uh]cb k]h\ `]d]X jYg]W`Yg Ug U hcc`

hc ]adfcjY XYfaU` UbX hfUbgXYfaU` Xfi[ XY`]jYfm) L\Y `UW_ cZ UV]`]hm cZ hfUX](

h]cbU` `]dcgcaYg hc XY`]jYf Xfi[g UWfcgg h\Y g_]b \Ug Wcbhf]VihYX hc ]bhYbg]jY

fYgYUfW\ k]h\ h\Y ]bhfcXiWh]cb UbX XYjY`cdaYbh cZ bYk ]bhYfYgh]b[ W`UggYg cZ

`]d]X jYg]W`Yg) KcaY Uih\cfg \UjY g\ckYX h\Uh acX]!WUh]cb cZ `]d]X jYg]W`Y

Wcadcg]h]cb Wci`X VY `YUX Y`Ugh]W' XYZcfaUV`Y' UbX*cf gcZh jYg]W`Yg k]h\ gidY(

f]cf WUdUV]`]hm hc ]adfcjY XYfaU` UbX hfUbgXYfaU` Xfi[ XY`]jYfm k]h\ fYgdYWh

hc hfUX]h]cbU` `]dcgcaYg #=ghfUXU(N]``Y[Ug UbX 9iW]c' -+,/$)

FYk gh]ai`](fYgdcbg]jY gifZUWY acX]!WUh]cb cZ dc`mdfcdm`YbY !`ag \UjY

VYYb dfYdUfYX Vm X]ZZYfYbh ghfUhY[]Yg ]bW`iX]b[ h\Y gmbh\Yg]g cZ h\Y ]bhYf(

dYbYhfUh]b[ bYhkcf_g #AHFg$ cZ h\YfacfYgdcbg]jY FAHH8a UbX d@(

fYgdcbg]jY 88W [fUZhYX ig]b[ [UaaU fUX]Uh]cb) L\]g aUhYf]U` g\ckYX h\Y

UV]`]hm hc \cgh jUbWcamW]b' UbX h\Y `cUXYX Ubh]a]WfcV]U` U[Ybh \UX h\Y WU(

dUW]hm hc fYXiWY h\Y f]g_ cZ V]c!`a ZcfaUh]cb #Ji]n Yh U`)' -++3$) Ab h\]g

ghiXm' h\Y !fgh ghYd ]bjc`jYX h\Y [fUZh cZ dc`m#FAH88a$ cbhc HH !`ag'

UbX h\Y gYWcbX cbY ]bjc`jYX h\Y Wfcgg(`]b_]b[ cZ h\Y [fUZhYX aUhYf]U`) L\Y

gYWcbX dc`maYf]W bYhkcf_ cZ 88W kUg gmbh\Yg]nYX ]b g]hi ig]b[ hfUX]h]cbU`

W\Ya]WU` dc`maYf]nUh]cb UbX h\Yb Wfcgg(`]b_YX' Ug fYdcfhYX Vm Ji]n #Ji]n

Yh U`)' -++2$) L\Y U]a cZ h\YgY W\Ub[Yg ]b h\Y acbcaYf cfXYf kUg hc ]adfcjY

h\Y h\YfacfYgdcbg]jY dc`m#FAH88a$ dYfWYbhU[Y cjYf h\Y d@ fYgdcbg]jY

dc`m#88W$ WcbhYbh hc ]bWfYUgY h\Y ]aacV]`]nUh]cb cZ jUbWcamW]b)

*#& 3__[XRPcX^] ^U FcX\d[X ETb_^]bXeT C^[h\Tab

JYWYbh UXjUbWYg ]b h\Y XYg][b cZ gaUfh dc`maYf]W aUhYf]U`g \UjY YlhYbXYX

cddcfhib]h]Yg Zcf h\Y aYX]WU` Udd`]WUh]cbg cZ h\]g W`Ugg cZ aUhYf]U`g) L\YgY
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gaUfh dc`maYf]W gmghYag dfYgYbh [fYUh igYZi`bYgg ]b V]cfY`UhYX Udd`]WUh]cbg

giW\ Ug Xfi[ XY`]jYfm' W\fcaUhc[fUd\m' V]cgYdUfUh]cb' UbX WY`` Wi`hifY)

Gh\Yf !Y`Xg cZ Udd`]WUh]cb k\YfY gaUfh dc`maYfg \UjY g\ckb [fYUh XYjY`(

cdaYbh UfY Y`YWhfcb]Wg' fcVch]Wg' kUhYf hfYUhaYbh' UbX V]chYW\bc`c[m)

<]ZZYfYbh gmghYag \UjY VYYb dfcXiWYX Vm h\Y WcaV]bUh]cb cZ hkc cf

acfY gaUfh fYgdcbgYg ]bhc cbY dc`maYf]W gmghYa) EcfY h\Ub hkc g][bU`g

WUb VY g]ai`hUbYcig`m Yad`cmYX hc dfcXiWY U XiU`(fYgdcbg]jY aUhYf]U` gmg(

hYa) L\Y W\Ub[Y Zfca gh]ai`] hc V]cW\Ya]WU` ac`YWi`Yg \Ug VYYb Wcbg]X(

YfYX Ug U bcjY` ghfUhY[m' k\]W\ ]bW`iXYg h\Y fYgdcbgYg hc YbnmaYg'

Ubh][Yb' UbX V]cW\Ya]WU` U[Ybhg #CiaUf Yh U`)' -++26 FUgYZ UbX KU]X]'

-++1$)

LYadYfUhifY(XYdYbXYbh dc`maYfg k]h\ Wf]h]WU` hYadYfUhifY jU`iYg UfcibX

.1 ; UbX gkY``]b[ dfcdYfh]Yg Ug F(]gcdfcdm`UWfm`Ua]XY' -(#X]aYh\m`Ua](

bcYh\m`$ aYh\UWfm`UhY' -(\mXfclmYh\m`aYh\UWfm`UhY' YhW) fYdfYgYbh h\Y

aU]b WcadcbYbhg cZ gaUfh Xfi[ XY`]jYfm gmghYag) DckYf Wf]h]WU` gc`ih]cb

hYadYfUhifY #D;KL$ dfcdYfh]Yg UbX gkY``]b[ dfcdYfh]Yg []jY h\YgY dc`maYfg

h\Y UV]`]hm cZ Wcbhfc``YX(fY`YUg]b[ WYfhU]b hmdYg cZ Xfi[g Xif]b[ `cb[ dYf]cXg

cZ h]aY' U``ck]b[ h\Y Xfi[ ]b(gmghYa WcbWYbhfUh]cb hc VY aU]bhU]bYX fY`U(

h]jY`m ghYUXm) O\Yb h\YgY dc`maYfg UfY gmbh\Yg]nYX Ug \mXfc[Y`g' h\Ym

WUb VY ]bhfcXiWYX hc h\Y gmghYa UbX dfchYWh kcibXg U[U]bgh ]bZYWh]cb' UWh]b[

`cWU``m ]b U gdYW]!W UfYU) L\Y V]cWcadUh]V]`]hm cZ h\YgY dc`maYfg aU_Yg

h\Ya UV`Y hc ]bhYfUWh k]h\ h\Y V]c`c[]WU` gmghYa' UbX h\Y]f gdYW]!W dfcdYfh]Yg

aU_Y h\Ya ]bhY``][Ybh Xfi[ jY\]W`Yg #JUUZUh Yh U`)' -+,-6 KcUfYg XU K]`jU

Yh U`)' -+,,$)

L\Y dc`m#F(]gcdfcdm`UWfm`Ua]XY$ Wcdc`maYfg \UjY VYYb gmbh\Yg]nYX Zcf

gcaY Udd`]WUh]cbg XiY hc h\Y]f h\YfacgYbg]h]jY VY\Uj]cf ]b kUhYf) L\Y h\Yf(

acXmbUa]W VY\Uj]cf cZ h\Y gaUfh dc`maYfg WUb VY Wcbhfc``YX Vm

gi]hUV`Y ac`YWi`Uf XYg][b) 9]caYX]WU` Udd`]WUh]cbg cZ dc`m#F(

]gcdfcdm`UWfm`Ua]XY$ Wcdc`maYfg ]b Xfi[ XY`]jYfm' WY`` Wi`hifY' ac`YWi`Uf

fYWc[b]h]cb' YbnmaY _]bYh]Wg Wcbhfc`' UbX aU[bYh]W jU`jYg \UjY U`` VYYb

]bjYgh][UhYX) EUhYf]U`g cZ dc`m#FAH88a$ k]h\ gcaY WcacbcaYfg

]bW`iX]b[ UWfm`]W UW]X' /(dYbhYbc]W UW]X' F UWfm`clmgiWW]b]a]XY' U``m`(

Ua]bY' - #X]aYh\m`Ua]bc$Yh\m`aYh\UWfm`UhY' - #X]aYh\m`Ua]bc$dfcdm`aY(

h\UWfm`Ua]XY' - #X]aYh\m`$UWfm`Ua]XY' aU`Y]W UW]X' W]hfUWcb]W Ub\mXf]XY'

]hUWcb]W UW]Xg' .(UWfm`Ua]Xcd\Ybm`Vcfcb]W UW]X' YhW) \UjY VYYb gmbh\Yg]nYX

UbX Yl\]V]hYX U XiU` gYbg]h]j]hm #hYadYfUhifY UbX d@$) EcbcaYfg WcbhU]b(

]b[ df]aUfm Ua]bYg' Zcf YlUad`Y F(#.(Ua]bcdfcdm`$ aYh\UWfm`Ua]XY'

\UjY ]bhY``][Ybh bYhkcf_g k]h\ ]bhYfYgh]b[ ZYUhifYg giW\ Ug fYgdcbg]jY d@

UbX UZ!b]hm Zcf Ub]cb]W Xfi[g #]h fYdfYgYbhg UfcibX 20! cZ Xfi[g WiffYbh`m

]b h\Y ]bXighfm$) Hc`maYf]W aUhYf]U`g k]h\ Ua]bc [fcidg UfY dchYbh]U``m igY(

Zi` Zcf Wcb^i[Uh]cb k]h\ aUbm W\Ya]WU` ghfiWhifYg WcbhU]b]b[ dYdh]XYg'

#=B@87=64? "CC?=64G=BAF *+-



dc`mgUWW\Uf]XYg' cf fUX]cbiW`]XYg) >ibWh]cbU`]nYX dc`maYf]W gmghYag k]h\

eiUhYfbUfm Uaacb]ia [fcidg cf nk]hhYf]cb]W W\Ya]WU` WcadcibXg \UjY

g\ckYX Ubh]Zci`]b[ dfcdYfh]Yg) >cf ]bghUbWY' h\Y Ubh]a]WfcV]U` UWh]j]hm cZ

dc`m#-(#X]aYh\m`Ua]bcYh\m`$ aYh\UWfm`UhY$ WUb VY ]adfcjYX Vm h\Y eiUhYf(

b]nUh]cb cZ ]hg Ua]bY [fcidg' fYgi`h]b[ ]b U XYWfYUg]b[ V]c!`a ZcfaUh]cb

cbhc h\Y WcUhYX giVghfUhY)

<Yf]jUh]jYg cZ dc`m#Yh\m`YbY [`mWc`$ aYh\m` Yh\Yf aYh\UWfm`UhY Wci`X VY

igYX Zcf ]bhYfYgh]b[ Udd`]WUh]cbg' VYWUigY h\Ym UfY UV`Y hc W\Ub[Y h\Y

D;KL cZ h\Y h\YfacfYgdcbg]jY dc`maYfg) GbY YlUad`Y ]g k\Yb ]h ]g Wca(

V]bYX k]h\ -(#X]aYh\m`Ua]bcYh\m`$ aYh\UWfm`UhY) Ah ]g ]adcfhUbh hc aYbh]cb

h\Uh Vch\ dc`maYfg UfY h\YfacgYbg]h]jY UbX h\Y !fgh cbY ]g U`gc d@(gYbg]h]jY)

?fUZhYX ]bhc Ubch\Yf dc`maYf' gaUfh dc`maYfg WUb ZibWh]cbU`]nY ]hg gifZUWY hc

[]jY ]h gdYW]!W dfcdYfh]Yg giW\ Ug Ubh]VUWhYf]U`' Xfi[ XY`]jYfm' V]cWcadUh]V]`]hm

]adfcjYaYbh' V]c!`a fYXiWh]cb' UbX WY`` ]aacV]`]nUh]cb #;cbhfYfUg(?UfW|U

Yh U`)' -+,+$) <iY hc h\Y]f gdYW]!W]hm' gaUfh dc`maYfg WUb U`gc VY igYX hc ]XYb(

h]Zm gdYW]!W hmdYg cZ ac`YWi`Yg' k\]W\ aU_Y h\Ya gi]hUV`Y Zcf XYg][b]b[ gYb(

gcfg Zcf UbU`mh]WU` Wc`iabg #OUb[ Yh U`)' -++2$) ?UaaU fUm [fUZh]b[ cZ bUhifU`

dc`maYfg' `]_Y Wchhcb WY``i`cgY k]h\ gaUfh dc`maYfg' ]g VY]b[ k]XY`m ghiX]YX Ug

dchYbh]U` kUhYf hfYUhaYbh gmghYag h\Uh fYhU]b aYhU`g giW\ Ug ;X' ;f' ;i' @[' HV'

F]' M' YhW) #Jcm Yh U`)' -++46 Oc^bUfcj]hg Yh U`)' -+,+$)

Gb h\Y ch\Yf \UbX' Y`YWhf]W !Y`X gaUfh dc`maYfg UbX WcbXiWh]b[ dc`maYfg'

Ug kY`` Ug d\mg]WU``m gh]ai`UhYX dc`maYfg #d]YncY`YWhf]W$' UfY [U]b]b[ ]bhYf(

Ygh ]b biaYfcig Udd`]WUh]cbg) =`YWhf]W !Y`X(fYgdcbg]jY WcbXiWh]jY dc`maYfg

WUb W\Ub[Y h\Y]f d\mg]WU` ghfiWhifY k\Yb h\Ym UfY YldcgYX hc U WYfhU]b Wif(

fYbh' cf aU[bYh]W !Y`X cb U WcbXiWh]jY gc`ih]cb' fYgi`h]b[ ]b aUWfcgWU`Y

cVgYfjUV`Y WcbhfUWh]cb cZ h\Y dc`maYf)

L]ggiY Yb[]bYYf]b[ #L=$ ]g Ub UfYU ZcWigYX cb h\Y fYgYUfW\ UbX Udd`]WUh]cb cZ

_bck`YX[Y ]b aUhYf]U` gW]YbWY) Ah WcjYfg W\Ya]ghfm Yb[]bYYf]b[' d\mg]Wg' UbX

W`]b]WU` gW]YbWYg hc ]adfcjY \iaUb `]ZY(gc`j]b[ Wf]h]WU` aYX]WU` dfcV`Yag'

]bW`iX]b[ h]ggiY UbX cf[Ub `cgg #8faYbhUbc Yh U`)' -+,+6 DUb[Yf UbX NUWUbh]'

,44.$) 9]caUhYf]U`g ]b L= \UjY VYYb Yad`cmYX Zcf gYjYfU` V]caYX]WU` Udd`](

WUh]cbg' Zcf YlUad`Y' W`]b]WU` h]ggiY fY[YbYfUh]cb' ]ad`Ubhg ]b W`]b]WU` VcbY

fYdU]f' V]cUWh]jY WcUh]b[g cZ aYhU``]W ]ad`Ubhg' h]ggiY Yb[]bYYf]b[' Xfi[ XY`]j(

Yfm WUdUV]`]h]Yg' UbX V]ca]aYh]Wg' Uacb[ ch\Yf aYX]WU` hfYUhaYbhg #D]b Yh U`)'

-+,+$) Kh]ai`](gYbg]h]jY dc`maYfg fYdfYgYbh U fYjc`ih]cbUfm W`Ugg cZ aUhYf]U`g

h\Uh Wci`X VY igYX Ug gWUZZc`Xg ]b h]ggiY Yb[]bYYf]b[ VYWUigY aUbm cZ h\Ya

g\ck [ccX WcadUh]V]`]hm hc h]ggiY UbX \iaUb "i]Xg) 9YmcbX h\Y d\mg]WcW\Ya(

]WU` dfcdYfh]Yg cZ dc`maYf]W aUhYf]U`g' U aU]b cV^YWh]jY ]g hc cVhU]b
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V]cWcadUh]V`Y aUhYf]U`g k]h\ gi]hUV`Y dfcdYfh]Yg hc aU_Y g][bU`]b[ dfchY]bg'

YlhfUWY``i`Uf aUhf]l WcadcbYbhg' UbX [fckh\ ZUWhcfg #>ifh\ Yh U`)' -++2$)

+# CBG7AG<3? @76<53? 67I<57F

L\Y fYgYUfW\ cZ aYX]WU` XYj]WYg hc ]adfcjY \iaUb `]ZY' k\Yh\Yf Zcf h\Y

fYd`UWYaYbh cZ XmgZibWh]cbU`' Uh\YfcgW`Yfch]W UfhYf]Yg UbX XYWUm]b[ hYYh\' cf

Zcf h\Y fYdU]f cZ ]b^ifYX h]ggiYg' Zcf YlUad`Y WUfh]`U[Y UbX g_]b' \Ug [U]bYX

U `ch UhhYbh]cb UfcibX h\Y kcf`X #RUjU`U(DU[ibYg Yh U`)' -+,1$) L\Y WcaV]bU(

h]cb cZ bUhifU` V]cdc`maYfg UbX*cf gaUfh dc`maYfg k]h\ aYX]WU` XYj]WYg dfY(

gYbhg U `Uf[Y fUb[Y cZ Udd`]WUh]cbg) L\]g WcaV]bUh]cb Wci`X fYXiWY UXjYfgY

fYUWh]cbg XiY hc h\Y igY cZ ]ad`UbhUV`Y aYX]WU` XYj]WYg cf aU_Y h\Y `cWU` XY(

`]jYfm cZ Xfi[g hc \UfX`m UWWYgg]V`Y g]hYg dcgg]V`Y) 8`gc' h\]g WcaV]bUh]cb

kci`X cVhU]b V]caUhYf]U`g k]h\ [ccX V]cWcadUh]V]`]hm #EU[U}U Yh U`)' -+,0$)

+#% ?hb^ih\T <\\^QX[XiPcX^] B]c^ CI5 HaX]Pah
5PcWTcTab

KifZUWY acX]!WUh]cb cZ HN; if]bUfm WUh\YhYfg Vm [fUZh]b[ acbcaYfg k]h\

]cb]nUV`Y ZibWh]cbU` [fcidg Wci`X ]bWfYUgY h\Y]f V]cWcadUh]V]`]hm UbX gYfjY

Ug V]bX]b[ dc]bhg cZ YbnmaYg giW\ Ug h\Y `mgcnmaY) ;Uh\YhYfg cZ HN; fUb_

]b gYWcbX d`UWY Uacb[ dc`maYfg igYX ]b V]caYX]WU` XYj]WYg' UbX gcaY Ud(

dfcUW\Yg \UjY VYYb ghiX]YX hc ]bWfYUgY h\Y]f V]cWcadUh]V]`]hm UbX hc fYXiWY

dfchY]b UXgcfdh]cb cf VUWhYf]U` UX\Yg]cb) >ibWh]cbU`]nUh]cb cZ aYX]WU` XY(

j]WYg' ig]b[ fUX]Uh]cb [fUZh]b[' dfYgYbhg aUbm UXjUbhU[Yg cjYf hfUX]h]cbU`

hYW\b]eiYg g]bWY ]h ]g gi]hUV`Y Zcf U jUf]Yhm cZ V]caUhYf]U`g) JUX]Uh]cb [fUZh(

]b[ cZ dc`maYf]W WUh\YhYfg Vm ig]b[ (fUmg Wci`X VY WUff]YX cih h\fci[\ Vm

Y]h\Yf X]fYWh ]ffUX]Uh]cb cZ h\Y V]caUhYf]U` ]b h\Y dfYgYbWY cZ h\Y acbcaYfg

cf dfY]ffUX]Uh]cb #8`jUfYn(DcfYbnc Yh U`)' -+,+$) Ab U fYdcfhYX kcf_'

F(j]bm`WUdfc`UWhUa #FN;D$ UbX -(\mXfclmYh\m` aYh\UWfm`UhY #@=E8$

kYfY [fUZhYX Vm U cbY(ghYd aYh\cX ig]b[ h\Y dYfcl]XUh]cb aYh\cX)

Hc`m#F(j]bm`WUdfc`UWhUa$ #HFN;D$ ]g U V]cWcadUh]V`Y dc`maYf k]h\ Ub

D;KL W`cgY hc h\Y \iaUb VcXm #.+&/+ ;$) Gb h\Y ch\Yf \UbX' dc`m#@=E8$

dfcj]XYg U `iVf]W]cig gifZUWY k\]`Y U``ck]b[ Zcf h\Y WcjU`Ybh V]bX]b[ cZ

V]cUWh]jY ac`YWi`Yg h\fci[\ h\Y \mXfclm` [fcidg) AaacV]`]nYX HN; WUh\Y(

hYfg k]h\ `mgcnmaY kUg ghiX]YX fY[UfX]b[ UV]`]hm hc `mgY VUWhYf]U` WY`` kU``g

#?iUXUffUaU(RYadcU`hYWU Yh U`)' -+,1$)

+#& 8d]RcX^]P[XiTS Ca^SadV B]c^ C^[h_a^_h[T]T
8X[\b U^a 6adV 6T[XeTah ^U FP[XRh[XR 3RXS

L\Y fUX]Uh]cb([fUZh]b[ hYW\b]eiY \Ug VYYb igYX hc gmbh\Yg]nY V]caYX]WU`

XYj]WYg k]h\ gighU]bYX fY`YUgY Ubh](]b"UaaUhcfm Xfi[g #EY`{bXYn(Gfh]n
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Yh U`)' -+,/$) >cf YlUad`Y' dc`mdfcdm`YbY !`ag kYfY acX]!YX k]h\

-(aYh\UWfm`cm`clm(VYbnc]W UW]X #-(E98$ Vm aYUbg cZ Ub cl]XUh]jY dfY]ffU(

X]Uh]cb aYh\cX #1+;c KcifWY$' ]b cfXYf hc cVhU]b U [fUZhYX dc`maYf ]b k\]W\

gU`]Wm`]W UW]X ib]hg kYfY `]b_YX hc h\Y aU]b W\U]b Vm aYUbg cZ `UV]`Y YghYf

VcbXg) L\Y [fUZh]b[ dYfWYbhU[Y kUg XYdYbXYbh cb ]ffUX]Uh]cb' XcgY' fYUWh]cb

h]aY' hYadYfUhifY' UbX acbcaYf WcbWYbhfUh]cb) Hc`m#-(E98$ VY\UjYX Ug U

dc`maYf]W dfcXfi[ UbX g`ck`m fY`YUgYX gU`]Wm`]W UW]X ]b WcbhUWh k]h\ UeiYcig

aYX]ia #d@ 0)0 UbX 2)/$ #EU[U}U Yh U`)' -+,1$)

+#' <CAb 9aPUcTS ^U A%Xb^_a^_h[PRah[P\XST P]S
3Rah[XR 3RXS B]c^ C^[hdaTcWP]T 5PcWTcTab U^a
@TSXRP[ 6TeXRTb

JUX]Uh]cb [fUZh]b[ \Ug U`gc VYYb igYX hc WUffm cih h\Y [fUZh cZ h\Yfac( UbX

d@(fYgdcbg]jY bYhkcf_g cbhc X]ZZYfYbh dc`maYf]W aUhf]WYg' Ug LYWc"Yl

#L>P$) L\Y L>P ]g U V]caYX]WU`([fUXY dc`mifYh\UbY Yad`cmYX Zcf h\Y

YbjY`cdaYbh cZ ]ad`UbhUV`Y aYX]WU` XYj]WYg) L\Y dc`maYfg HFAH88a

UbX H88W kYfY [fUZhYX cbhc h\]g dc`mifYh\UbY ]b cfXYf hc ]adfcjY ]hg gif(

ZUWY WUdUV]`]hm hc `cUX UbX fY`YUgY jUbWcamW]b) L\Y ghiXm cZ WcbWYbhfUh]cb'

XcgY' gc`jYbh' YhW)' cb h\Y [fUZh]b[ dYfWYbhU[Y UbX W\Ya]WU` ghfiWhifY kYfY

ghiX]YX hc UbU`mnY h\Y ZUWhcfg h\Uh UZZYWh h\Y gifZUWY acX]!WUh]cb cZ L>P)

L\Y d\mg]WcW\Ya]WU` dfcdYfh]Yg cZ h\Y cVhU]bYX aUhYf]U` UbX h\Y ]b j]hfc

\Yac( UbX Wmhc(WcadUh]V]`]hm' ]b"UaaUhcfm fYgdcbgY' UbX Xfi[ fY`YUgY

ghiX]Yg kYfY U`gc XcbY #Ei}cn(Ei}cn Yh U`)' -+,/$)

,# 5BA5?HF<BAF

9]cdc`maYfg UfY aUWfcac`YWi`Yg cZ \][\ ac`YWi`Uf kY][\h Wcbgh]hihYX Zcf

\ibXfYXg cf h\cigUbXg cZ acbcaYf]W ib]hg h\Uh UfY WcjU`Ybh`m VcbXYX) L\Ym

WcaY Zfca fYbYkUV`Y gcifWYg cf Zcgg]` ZiY`g' UbX XiY hc h\Y]f ghfiWhifY UbX

cf][]b' h\Ym WUb VY V]cXY[fUXUV`Y cf bcbV]cXY[fUXUV`Y) L\Y bUhifU` dc`m(

aYfg UfY _bckb Vm h\Y]f ib]eiY dfcdYfh]Yg giW\ Ug "Yl]V]`]hm' V]cXY[fUX(

UV]`]hm' V]cWcadUh]V]`]hm' UbX gc`iV]`]hm ]b UeiYcig aYX]U' Uacb[ ch\Yfg)

L\Y V]cdc`maYfg UfY ]bX]gdihUV`Y WUbX]XUhYg hc VY igYX ]b V]caYX]WU` Udd`](

WUh]cbg VYWUigY cZ h\Y]f [ccX V]cWcadUh]V]`]hm k]h\ h\Y \iaUb VcXm UbX

bcbhcl]W]hm) Gb h\Y ch\Yf \UbX' gmbh\Yh]W dc`maYfg \UjY h\Y dUfh]Wi`Uf]hm

cZ VY]b[ dfcXiWYX ]bXighf]U``m cb U [fYUh gWU`Y' UbX h\Ub_g hc h\Y]f `ck

Wcgh cZ dfcXiWh]cb' [ccX aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg' UbX VYhhYf \mXfc`mh]W ghUV]`(

]hm h\Ub bUhifU` dc`maYfg' h\Ym UfY k]XY`m igYX hc aUbiZUWhifY aYX]WU` XY(

j]WYg) L\YfY ]g U [fck]b[ XYaUbX hc gmbh\Yg]nY bYk V]caUhYf]U`g k]h\

Wcbhfc``UV`Y ghfiWhifY UbX dfYX]WhUV`Y dYfZcfaUbWY' k\]W\ Wci`X VY Udd`]YX

]b aUbm ]bjYgh][Uh]cb !Y`Xg6 h\YfYZcfY gYjYfU` hYW\b]eiYg kYfY XYjY`cdYX
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h\Uh \Y`d ig hc acX]Zm U dc`maYf VUW_VcbY Wcadcg]hY k]h\ Ubch\Yf dc`maYf

h\fci[\ WcjU`Ybh VcbXg' cVhU]b]b[ dc`maYf]W aUhYf]U`g k]h\ dfcdYfh]Yg h\Uh

UfY Wcad`YhY`m X]ZZYfYbh cf U WcaV]bUh]cb cZ Vch\ fUk aUhYf]U`g)

?fUZh]b[ hYW\b]eiY \Ug YaYf[YX Ug U dfca]g]b[ hcc` hc ]bhfcXiWY cf[Ub]W

WcadcibXg ]bhc U dc`maYf]W aUhf]l hc cVhU]b bYk V]cdc`maYfg k]h\ gdYW]!W

dfcdYfh]Yg) Mg]b[ h\]g hcc`' ]h ]g dcgg]V`Y hc ]adfcjY h\Y aYW\Ub]WU` dfcdYf(

h]Yg cZ bUhifU` dc`maYfg h\Uh UfY hcc ZfU[]`Y ]b UeiYcig gc`ih]cb' cf kY WUb

acX]Zm h\Y \mXfcd\cV]W VY\Uj]cf cZ gmbh\Yh]W dc`maYfg Vm [fUZh]b[ ]cb]n(

UV`Y [fcidg' ]adfcj]b[ h\Y]f WcadUh]V]`]hm k]h\ \iaUb h]ggiY cf V]c`c[]WU`

Ybj]fcbaYbhg)

L\YfY ]g aiW\ XUm(hc(XUm YZZcfh ]b h\Y eiYgh hc !bX V]caUhYf]U`g k]h\ ]XYU`

dfcdYfh]Yg Zcf gdYW]!W Udd`]WUh]cbg) Ab h\Y V]caYX]WU` !Y`X' h\Y fYgYUfW\ cZ

aUhYf]U`g gi]hUV`Y Zcf h\Y YZ!W]Ybh XY`]jYfm cZ Ubh]V]ch]Wg cf Ubh]WUfW]bc[Yb]W

Xfi[g UfY WcbghUbh`m UXjUbW]b[' giW\ Ug \UjY VYYb XYgWf]VYX ]b h\]g W\UdhYf)

L\Y WcaV]bUh]cb cZ Vch\ gmbh\Yh]W UbX bUhifU` dc`maYfg g\ckg Ub UhhfUWh]jY

U`hYfbUh]jY hc dfcXiWY bYk V]cdc`maYfg #\mVf]Xg aUhYf]U`g$' k\YfYUg h\Y

[fUZh]b[ hYW\b]eiY gYYag hc VY h\Y kUm hc gc`jY h\Y XYaUbX cZ bYk aUhY(

f]U`g ]b U kcf`X k]h\ aUbm dfcV`Yag h\Uh bYYX hc VY fYgc`jYX)

35>ABJ?769@7AGF
L\]g kcf_ kUg giddcfhYX Vm <?8H8(MF8E ?fUbh AF-+,1,2) L\Y Uih\cfg []jY

h\Ub_g hc 8) JUa|fYn(>YfbubXYn' E) ;fin Zfca A;F(MF8E' UbX 9) HiYbhY Zfca

;AI8 Zcf hYW\b]WU` Ugg]ghUbWY)

E787E7A57F
8VVUg]' >)' E]fnUXY\' @)' CUhVUV' 8)8)' -++,) EcX]!WUh]cb cZ dc`mg]`clUbY dc`maYfg Zcf

V]caYX]WU` Udd`]WUh]cbg5 U fYj]Yk) Hc`maYf AbhYfbUh]cbU` 0+' ,-24&,-32)

8VXY`(@U`]a' =)K)' 8VXY`(Ec\Xm' >)8)' >ciXUV' E)E)?)' =`(KUkm' K)E)' @UaXm' A)8)'

8`(<YmUV' K)K)' -+,,) 8bh]a]WfcV]U` UWh]j]hm cZ acbcW\`cfchf]Un]bm`( (WmW`cXYlhf]b*

W\`cfc\Yl]X]b X]UWYhUhY !b]g\YX Wchhcb ZUVf]Wg) ;UfVc\mXfUhY Hc`maYfg 31'

,.34&,.4/)

8VX =`(Ec\Xm' @)D)' -+,/) JUX]Uh]cb ]b]h]UhYX gmbh\Yg]g cZ -(UWfm`Ua]Xc[`mWc`]W UW]X

[fUZhYX WUfVclmaYh\m` WY``i`cgY Ug d@(gYbg]h]jY \mXfc[Y`) Hc`maYf =b[]bYYf]b[ UbX

KW]YbWY 0/' -20.&-21,)

8VY' @)' <c]' Q)' >i_ig\]aU' L)' =mU' @)' ,44/) 9]cgmbh\Yg]g Zfca [`iWcbUhY cZ U fUbXca

Wcdc`mYghYf Wcbg]gh]b[ cZ .(\mXfclmVihmfUhY UbX aYX]ia(W\U]b(`Yb[h\ .(

\mXfclmU`_UbcUhYg Vm 7SEUDOMONAS gd) 1,&.) AbhYfbUh]cbU` BcifbU` cZ 9]c`c[]WU`

EUWfcac`YWi`Yg ,1 #.$' ,,0&,,4)

8[i]`Uf' E)J)' =`j]fU' ;)' ?U``UfXc' 8)' NUneiYn' 9)' JcaUb' B)K)' -++2) KaUfh dc`maYfg

UbX h\Y]f Udd`]WUh]cbg Ug V]caUhYf]U`g) Ab5 8g\UaaU_\]' F)' JY]g' J)' ;\]Y``]b]' =)

#=Xg)$' Lcd]Wg ]b L]ggiY =b[]bYYf]b[' jc`) .)

0898E8A68F *+1



8_`cb]g' B)B)' ,43,) EYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg cZ dc`maYfg) BcifbU` cZ ;\Ya]WU` =XiWUh]cb 03

#,,$' 34-&342)

8`jUfYn(DcfYbnc' ;)' 9iW]c' =)' 9if]``c' ?)' ;cbW\Y]fc' 8)' -+,+) EYX]WU` XYj]WYg

acX]!YX Uh h\Y gifZUWY Vm [UaaU fUm [fUZh]b[ Zcf Xfi[ `cUX]b[ UbX XY`]jYfm) =ldYfh

Gd]b]cb cb <fi[ <Y`]jYfm 2' ,2.&,30)

8fUjUaiX\Ub' 8)' JUacg' <)E)' FUXU' 8)8)' CiaVUf' K)?)' -+,/) #FUhifU` dc`maYfg5

dc`mgUWW\Uf]XYg UbX h\Y]f XYf]jUh]jYg Zcf V]caYX]WU` Udd`]WUh]cbg) Ab5 CiaVUf' K)'

DUifYbW]b' ;)' <Yb[' E) #=Xg)$' FUhifU` UbX Kmbh\Yh]W 9]caYX]WU` Hc`maYfg)

=`gYj]Yf' 9fUn]`' dd) 12&34)

8faYbhUbc' A)' <chhcf]' E)' >cfhibUh]' =)' EUhh]c`]' K)' CYbbm' B)E)' -+,+) 9]cXY[fUXUV`Y

dc`maYf aUhf]l bUbcWcadcg]hYg Zcf h]ggiY Yb[]bYYf]b[5 U fYj]Yk) Hc`maYf

<Y[fUXUh]cb UbX KhUV]`]`]hm 40' -,-1&-,/1)

9UfUbcj' A)8)' 8bXf]mUbcjU' F)8)' EcW\U`cjU' 8)=)' K]V]f_]b' 8)8)' 9UhYb_]b' E)8)D)'

Ka]fbcjU' 8)' -+,-) ?fUZh]b[ dc`maYf]nUh]cb cZ UWfm`cb]hf]`Y UbX aYh\m` UWfm`UhY cb

W\]hcgUb ]b h\Y dfYgYbWY cZ WcVU`h#AAA$ Wcad`YlYg) Hc`maYf KW]YbWY KYf]Yg 9 0/'

,12&,2/)

9UfXU^YY' ?)J)' @ccg\mUf' R)' RY\hUV]' >)' Hcif^UjUX]' 8)' -+,-) 8 gidYfUVgcfVYbh

\mXfc[Y` bYhkcf_ VUgYX cb dc`m ##-(X]aYh\m`Ua]bcYh\m`$ aYh\UWfm`UhY$ UbX gcX]ia

U`[]bUhY cVhU]bYX Vm (fUX]Uh]cb5 gmbh\Yg]g UbX W\UfUWhYf]nUh]cb) AfUb]Ub Hc`maYf

BcifbU` -,' 3-4&3.1)

9UlhYf' <)' QY\' B)' -+,-) L\Y igY cZ dc`maYh\m` aYh\UWfm`UhY #HEE8$ ]b bYifcgif[Yfm)

Ab5 9]caUhYf]U`g Zcf Kd]bU` Kif[Yfm) OccX\YUX HiV`]g\]b[ D]a]hYX' dd) .10&.3/)

9\UhhUW\UfmU' 8)' -+++) JUX]Uh]cb UbX ]bXighf]U` dc`maYfg) Hfc[fYgg ]b Hc`maYf KW]YbWY

-0' .2,&/+,)

9\UhhUW\UfmU' 8)' E]gfU' 9)F)' -++/) ?fUZh]b[5 U jYfgUh]`Y aYUbg hc acX]Zm dc`maYfg

hYW\b]eiYg' ZUWhcfg UbX Udd`]WUh]cbg) Hfc[fYgg ]b Hc`maYf KW]YbWY -4' 212&3,/)

9cm_c' N)' H]W\' 8)' Di' Q)' J]W\hYf' K)' 8fbXh' C)(>)' 8X`Yf' @)(B)H)' -++.) L\Yfac(

gYbg]h]jY dc`m#F(j]bm`WUdfc`UWhUa(Wc(UWYhcUWYhclmYh\m` aYh\UWfm`UhY$ a]Wfc[Y`g5

,%gmbh\Yg]g UbX W\UfUWhYf]nUh]cb) Hc`maYf //' 23-,&23-2)

9fcaVYf[' D)=)' Jcb' =)K)' ,443) LYadYfUhifY(fYgdcbg]jY [Y`g UbX h\Yfac[Y``]b[ dc`maYf

aUhf]WYg Zcf dfchY]b UbX dYdh]XY XY`]jYfm) 8XjUbWYX <fi[ <Y`]jYfm JYj]Ykg .,'

,42&--,)

;U]' @)' R\Ub[' R)H)' Kib' H);)' @Y' 9)D)' R\i' P)P)' -++0) Kmbh\Yg]g UbX W\UfUWhYf]nUh]cb

cZ h\Yfac( UbX d@( gYbg]h]jY \mXfc[Y`g VUgYX cb W\]hcgUb([fUZhYX F(

]gcdfcdm`UWfm`Ua]XY j]U (fUX]Uh]cb) JUX]Uh]cb H\mg]Wg UbX ;\Ya]ghfm 2/' -1&.+)

;UadcWW]U' <)' EcbhUbUfc' D)' KdYn]U`Y' H)' 8fW]c`U' ;)J)' -+,+) 8bh]V]ch]W(`cUXYX

V]caUhYf]U`g UbX h\Y f]g_g Zcf h\Y gdfYUX cZ Ubh]V]ch]W fYg]ghUbWY Zc``ck]b[ h\Y]f

dfcd\m`UWh]W UbX h\YfUdYih]W W`]b]WU` igY) 9]caUhYf]U`g .,' 1.1.&1.22)
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]b h]ggiY Yb[]bYYf]b[ Udd`]WUh]cb5 U fYj]Yk) AbhYfbUh]cbU` BcifbU` cZ Hc`maYf KW]YbWY
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>ifh\' E)=)' 8hU`U' 8)' NUb <m_Y' E)=)' -++2) KaUfh V]caUhYf]U`g XYg][b Zcf h]ggiY
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?cY`' F)C)' CiaUf' N)' E]gfU' F)' NUfg\bYm' D)' -+,0) ;Y``i`cgY VUgYX WUh]cb]W UXgcfVYbh

ZUVf]WUhYX j]U fUX]Uh]cb [fUZh]b[ dfcWYgg Zcf hfYUhaYbh cZ XmYg kUghYkUhYf)

;UfVc\mXfUhY Hc`maYfg ,.-' ///&/0,)
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Yb[]bYYf]b[) =ifcdYUb ;Y``g UbX EUhYf]U`g 0' ,&,1)
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Jcm' <)' KYagUf]`Uf' E)' ?ih\f]Y' B)L)' HYff]Yf' K)' -++4) ;Y``i`cgY acX]!WUh]cb Vm dc`maYf

[fUZh]b[5 U fYj]Yk) ;\Ya]WU` KcW]Yhm JYj]Ykg .3' -+/1&-+1/)

Ji]n' B)(;)' 9if]``c' ?)' 9iW]c' =)' -++2) AbhYfdYbYhfUh]b[ h\Yfac UbX d@ gh]ai`](fYgdcbg]jY

dc`maYf bYhkcf_g cZ H88W*HFAH88a [fUZhYX cbhc HH) EUWfcac`YWi`Uf EUhYf]U`g

UbX =b[]bYYf]b[ -4-' ,,21&,,33)

Ji]n' B)(;)' 8`jUfYn(DcfYbnc' ;)' LUVcUXU' H)' 9if]``c' ?)' 9iW]c' =)' <Y Hf]^W_' C)'

FY`]g' @)B)' ;cYbmY' L)' ;cbW\Y]fc' 8)' -++3) Hc`mdfcdm`YbY [fUZhYX k]h\ gaUfh

dc`maYfg #HFAH88a*H88W$ Zcf `cUX]b[ UbX Wcbhfc``YX fY`YUgY cZ jUbWcamW]b)

=ifcdYUb BcifbU` cZ H\UfaUWYih]Wg 9]cd\UfaUWYih]Wg 2+' /12&/22)

KU]hc' Q)' <c]' Q)' ,44/) E]WfcV]U` gmbh\Yg]g UbX dfcdYfh]Yg cZ dc`m#.(\mXfclmVihmfUhY(Wc

/(\mXfclmVihmfUhY$ ]b *OMAMONAS ACIDOVORANS) AbhYfbUh]cbU` BcifbU` cZ 9]c`c[]WU`

EUWfcac`YWi`Yg ,1 #-$' 44&,+/)

KU`a]Yf]' K)' C\Ub' J)8)' KUZfUbm' 8)' DUWfc]l' E)' -+,0) ?UaaU fUmg(]bXiWYX -(

\mXfclmYh\m` aYh\UWfm`UhY [fUZh Wcdc`maYf]nUh]cb cb aYh\m`WY``i`cgY(VUgYX !`ag5

ghfiWhifY UbU`mg]g UbX d\mg]WcW\Ya]WU` dfcdYfh]Yg) AbXighf]U` ;fcdg UbX HfcXiWhg 2+'

1/&2,)

KUbhYffY' B)H)' OccX\cigY' C)' DUfcW\Y' ?)' DUVck' J)K)' -++0) MbXYfghUbX]b[ h\Y

V]cXY[fUXUh]cb cZ dc`mifYh\UbYg5 Zfca W`Ugg]WU` ]ad`Ubhg hc h]ggiY Yb[]bYYf]b[

aUhYf]U`g) 9]caUhYf]U`g -1' 2/02&2/2+)

KUhmUbUfUmUbU' C)?)' 8f]nU[U' ?)?);)' OmdmW\' >)' -++4) 9]cXY[fUXUV`Y Wcadcg]hYg VUgYX cb

`][bcWY``i`cg]W !VYfg%Ub cjYfj]Yk) Hfc[fYgg ]b Hc`maYf KW]YbWY ./' 43-&,+-,)

KYb' ?)' CiaUf' J)N)' ?\cg\' K)' HU`' K)' -++4) 8 bcjY` dc`maYf]W "cWWi`Ubh VUgYX cb

dc`mUWfm`Ua]XY [fUZhYX WUfVclmaYh\m` ghUfW\) ;UfVc\mXfUhY Hc`maYfg 22' 3--&3.,)

K\U\' 8)8)' @UgUb' >)' @UaYYX' 8)' 8\aYX' K)' -++3) 9]c`c[]WU` XY[fUXUh]cb cZ d`Ugh]Wg5 U
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K\]aUc' E)' -++,) ;iffYbh Gd]b]cb ]b 9]chYW\bc`c[m' jc`) ,-) =`gYj]Yf KW]YbWY DhX'

dd) -/-&-/2)

K\]g\Uhg_UmU' =)A)' Nc`cjU' L)?)' Hinmf' 8)H)' Ec[]`bUmU' G)8)' =ZfYacj' K)F)' -++/)

L]ggiY fYgdcbgY hc h\Y ]ad`UbhUh]cb cZ V]cXY[fUXUV`Y dc`m\mXfclmU`_UbcUhY gihifYg)

BcifbU` cZ EUhYf]U`g KW]YbWY5 EUhYf]U`g ]b EYX]W]bY ,0' 2,4&2-3)

K]b' D)L)' JU\aUh' 8)J)' JU\aUb' O)8)O)8)' -+,.) -(GjYfj]Yk cZ dc`m#`UWh]W UW]X$ 8-)

Ab5 =VbYgU^^UX' K) #=X)$' @UbXVcc_ cZ 9]cdc`maYfg UbX 9]cXY[fUXUV`Y H`Ugh]Wg'

H`Ugh]Wg <Yg][b D]VfUfm) O]``]Ua 8bXfYk HiV`]g\]b[' 9cghcb' dd) ,,&0/)

K]b[\' <)C)' Jcm' 8)J)' ,442) JUX]Uh]cb(]bXiWYX [fUZh]b[ cZ F'F (

X]aYh\m`Ua]bcYh\m`aYh\UWfm`UhY cbhc W\]hcgUb !`ag) BcifbU` cZ 8dd`]YX Hc`maYf

KW]YbWY 11' 314&322)

K]b[\' N)' L]kUf]' 8)' Lf]dUh\]' <)F)' KUb[\]' J)' -++/) E]WfckUjY Ugg]ghYX gmbh\Yg]g cZ

[iUf([(dc`mUWfm`Ua]XY) ;UfVc\mXfUhY Hc`maYfg 03' ,&1)

K]b[\' 9)' K\UfaU' N)' CiaUf' 8)' CiaUf' K)' -++4) JUX]Uh]cb Wfcgg`]b_YX dc`maYf]nUh]cb

cZ aYh\UWfm`Ua]XY UbX dgm``]ia hc XYjY`cd Ubh]V]ch]W Xfi[ XY`]jYfm XYj]WY)

AbhYfbUh]cbU` BcifbU` cZ 9]c`c[]WU` EUWfcac`YWi`Yg /0' ..3&./2)

K]b[\' 8)K)' JUbU' J)C)' -+,+) E]WfckUjY ]bXiWYX [fUZh Wcdc`maYf]nUh]cb cZ aYh\m`

aYh\UWfm`UhY cbhc `][bcWY``i`cg]W !VYfg) AbhYfbUh]cbU` BcifbU` cZ Hc`maYf 8bU`mg]g

UbX ;\UfUWhYf]nUh]cb ,0' .2+&.31)

K]b[\' N)' CiaUf' H)' KUb[\]' J)' -+,-) MgY cZ a]WfckUjY ]ffUX]Uh]cb ]b h\Y [fUZh]b[

acX]!WUh]cb cZ h\Y dc`mgUWW\Uf]XYg & U fYj]Yk) Hfc[fYgg ]b Hc`maYf KW]YbWY .2'

./+&.1/)

KcUfYg XU K]`jU' E)' N]jY]fcg' J)' Ecf[UXc' H)A)' 8[i]Uf(J]WUfXc' 8)' ;cffY]U' A)B)'

;Ug]a]fc' L)' -+,,) <YjY`cdaYbh cZ -(#X]aYh\m`Ua]bc$Yh\m` aYh\UWfm`UhY(VUgYX

ac`YWi`Uf fYWc[b]h]cb XYj]WYg Zcf Wcbhfc``YX Xfi[ XY`]jYfm ig]b[ gidYfWf]h]WU` "i]X

hYW\bc`c[m) AbhYfbUh]cbU` BcifbU` cZ H\UfaUWYih]Wg /,1' 1,&13)

Kc__Yf' @)@)' ?\UZZUf' 8)E)8)' ?UX' Q)@)' 8`m' 8)K)' -++4U) Kmbh\Yg]g UbX

W\UfUWhYf]nUh]cb cZ \mXfc[Y`g VUgYX cb [fUZhYX W\]hcgUb Zcf h\Y Wcbhfc``YX Xfi[

fY`YUgY) ;UfVc\mXfUhY Hc`maYfg 20' ---&--4)

Kc__Yf' @)@)' 9UXUkm' K)E)' RUmYX' =)E)' =`X]Yb' >)8)F)' >UfU[' 8)E)' -++4V) JUX]Uh]cb(

]bXiWYX [fUZh]b[ cZ [`mW]Xm` aYh\UWfm`UhY cbhc Wchhcb ZUVf]W kUghY UbX ]hg acX]!WUh]cb

Zcf UbW\cf]b[ \UnUfXcig kUghYg Zfca h\Y]f gc`ih]cbg) BcifbU` cZ @UnUfXcig EUhYf]U`g

,13' ,.2&,//)

Kc__Yf' @)@)' ?UX' Q)@)' AgaU]`' K)8)' -+,-) Kmbh\Yg]g cZ V]ZibWh]cbU` WY``i`cg]W UXgcfVYbh

Vm fUX]Uh]cb ]bXiWYX [fUZh dc`maYf]nUh]cb cZ [`mW]Xm` aYh\UWfm`UhY(Wc(aYh\UWfm`]W

UW]Xg) BcifbU` cZ 8dd`]YX Hc`maYf KW]YbWY ,-1' =0/&=1-)

KhYY`Y' L)O)B)' @iUb[' ;)D)' O]X^U^U' =)' 9cYm' >)Q);)' Dcc' B)K);)' NYb_UhfUaUb' K)K)'

-+,,) L\Y YZZYWh cZ dc`mYh\m`YbY [`mWc` ghfiWhifY cb dUW`]hUlY` Xfi[ fY`YUgY UbX

aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg cZ HD?8 h\]b !`ag) 8WhU 9]caUhYf]U`]U 2' ,42.&,43.)

Ki`hUbU' K)' C\Ub' J)8)' K\U\finnUaUb' E)' C\Ub' E)8)' EighUZU' 8)A)' ?UZif' E)8)'

-+,+) =ZZYWh cZ [UaaU fUX]Uh]cb cb h\Y d\mg]Wc( UbX h\Yfac(aYW\Ub]WU` dfcdYfh]Yg

cZ [Y`Uh]b(VUgYX !`ag ig]b[ -(\mXfclmYh\m` aYh\UWfm`UhY #@=E8$) Hc`maYf(H`Ugh]Wg

LYW\bc`c[m UbX =b[]bYYf]b[ /4' 11-&12,)

LU_UWg' =)' Oc^bUfcj]hg' D)' 9cfgU' B)' HUdd' B)' @Uf[]hhU]' H)' CcfYWn' D)' -++0)

EcX]!WUh]cb cZ Wchhcb(WY``i`cgY Vm dfY]ffUX]Uh]cb [fUZh]b[) FiW`YUf AbghfiaYbhg UbX

EYh\cXg ]b H\mg]Wg JYgYUfW\ KYWh]cb 95 9YUa AbhYfUWh]cbg k]h\ EUhYf]U`g UbX

8hcag -.1' -04&-10)
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LU_UWg' =)' E]fnUXY\' @)' Oc^bUfcj]hg' D)' 9cfgU' B)' E]fnUhU\Yf]' E)' 9Yb_Y' F)' -++2)

;cadUf]gcb cZ g]ai`hUbYcig UbX dfY(]ffUX]Uh]cb [fUZh]b[ cZ F(j]bm`dmffc`]XcbY hc

Wchhcb(WY``i`cgY) FiW`YUf AbghfiaYbhg UbX EYh\cXg ]b H\mg]Wg JYgYUfW\ KYWh]cb 95

9YUa AbhYfUWh]cbg k]h\ EUhYf]U`g UbX 8hcag -10' -,2&--+)

LU_UWg' =)' Oc^bUfcj]hg' D)' 9cfgU' B)' JUWn' A)' -+,+) @mXfcd\]`]W*\mXfcd\cV]W W\UfUWhYf

cZ [fUZhYX WY``i`cgY) JUX]Uh]cb H\mg]Wg UbX ;\Ya]ghfm 24' /12&/2+)

LU`YV' E)>)8)' -++3) JUX]Uh]cb gmbh\Yg]g cZ dc`mUad\c`mh]W UbX fYjYfg]V`Y d@(fYgdcbg]jY

\mXfc[Y` UbX ]hg Udd`]WUh]cb Ug Xfi[ XY`]jYfm gmghYa) Hc`maYf 9i``Yh]b 1,' ./,&.0,)

LU`YV' E)>)8)' 8`_U\hUb]' 8)' Ec\UaYX' K)C)' -+,0) JUX]Uh]cb gmbh\Yg]g UbX W\UfUWhYf]nUh]cb

cZ gcX]ia U`[]bUhY*W\]hcgUb*\mXfclmUdUh]hY bUbcWcadcg]hY \mXfc[Y`g5 U Xfi[ XY`]jYfm

gmghYa Zcf `]jYf WUbWYf) Hc`maYf 9i``Yh]b 2-' 2-0&2/-)

LUg_ b' ?)' KUb` ' G)' 8gaUb' ?)' -+,,) KkY``]b[ Ugg]ghYX d\chc[fUZh]b[ cZ ]hUWcb]W UW]X

cbhc gcX]ia U`[]bUhY aYaVfUbYg) 8dd`]YX KifZUWY KW]YbWY -02' 4///&4/0+)

L\U_if' N)C)' L\U_if' E)C)' ?idhU' J)C)' -+,.U) JUd]X gmbh\Yg]g cZ [fUZh Wcdc`maYfg

Zfca bUhifU` WY``i`cgY !VYfg) ;UfVc\mXfUhY Hc`maYfg 43' 3-+&3-3)

L\U_if' N)C)' L\U_if' E)C)' ?idhU' J)C)' -+,.V) ?fUZh Wcdc`maYfg Zfca WY``i`cgY5

gmbh\Yg]g' W\UfUWhYf]nUh]cb UbX YjU`iUh]cb) ;UfVc\mXfUhY Hc`maYfg 42' ,3&-0)

L\U_if' N)C)' K]b[\U' 8)K)' L\U_if' E)C)' -+,/) HfYggifY ]bXiWYX gmbh\Yg]g cZ =8 [fUZhYX

;ACCAHARUM CILLIARE !VYfg) AbhYfbUh]cbU` BcifbU` cZ Hc`maYf EUhYf]U`g 1.' ,2&--)

L\U_if' E)B)' L\U_if' N)C)' ?idhU' J)C)' HUddi' 8)' -+,1) Kmbh\Yg]g UbX Udd`]WUh]cbg cZ

V]cXY[fUXUV`Y gcm VUgYX [fUZh Wcdc`maYfg5 U fYj]Yk) 8;K KighU]bUV`Y ;\Ya]ghfm UbX

=b[]bYYf]b[ /' ,&,2)

L\caUg' K)' Kc`caUb' H)8)' JY^]b]' N)G)' -+,1) HfYdUfUh]cb cZ W\]hcgUb( ;E; V`YbXg UbX

ghiX]Yg cb h\YfaU` dfcdYfh]Yg) HfcWYX]U LYW\bc`c[m -/' 2-,&2-1)

M\f][U' <)' EUmg' B)' -+,,) Kmbh\Yg]g cZ kY``(XY!bYX ai`h][fUZh Wcdc`maYfg) Hc`maYf

;\Ya]ghfm -' 14&21)

NUb XY NY`XY' C)' C]Y_Ybg' H)' -++-) 9]cdc`maYfg5 cjYfj]Yk cZ gYjYfU` dfcdYfh]Yg UbX

WcbgYeiYbWYg cb h\Y]f Udd`]WUh]cbg) Hc`maYf LYgh]b[ -,' /..&//-)

NUb <Yb 9i`W_Y' 8)A)' 9c[XUbcj' 9)' <Y JccnY' F)' KW\UW\h' =)@)' ;cfbY`]ggYb' E)'

9Yf[\aUbg' @)' -+++) KhfiWhifU` UbX f\Yc`c[]WU` dfcdYfh]Yg cZ aYh\UWfm`Ua]XY

acX]!YX [Y`Uh]b \mXfc[Y`g) 9]caUWfcac`YWi`Yg ,' .,&.3)

NUneiYn' 9)' ?iffiW\U[U' E)' ?cb]' A)' ,440) @mXfc[Y`g VUgYX cb [fUZh Wcdc`maYf]nUh]cb

cZ @=E8*9E8 a]lhifYg cbhc gc`iV`Y [Y`Uh]b5 gkY``]b[ VY\Uj]cf) Hc`maYf .1'

-.,,&-.,/)

NYfaU' K)C)' CUif' A)' -+,-) ?UaaU(]bXiWYX dc`maYf]nUh]cb UbX [fUZh]b[ cZ U bcjY`

d\cgd\cfcig(' b]hfc[Yb(' UbX gi`Zif(WcbhU]b]b[ acbcaYf cb Wchhcb ZUVf]W hc ]adUfh

"UaY fYhUfXUbWm) BcifbU` cZ 8dd`]YX Hc`maYf KW]YbWY ,-0' ,0+1&,0,-)

OUb[' B)' LUb[_iUfUa' L)' DcmdfUgYfh' K)' NUneiYn(8`jUfYn' L)' NYYfUgU]' O)'

CUbUh\UfUbU' H)' L\UjUfib[_i`' H)' -++2) =`YWhfcWUhU`mh]W XYhYWh]cb cZ ]bgi`]b Uh

JiGl*WUfVcb bUbchiVY(acX]!YX WUfVcb Y`YWhfcXYg) 8bU`mh]WU ;\]a]WU 8WhU 03,'

,&1)

OUb' R)' P]cb[' R)' JYb' @)' @iUb[' Q)' D]i' @)' P]cb[' @)' Oi' Q)' @Ub' B)' -+,,) ?fUZh

Wcdc`maYf]nUh]cb cZ aYh\m` aYh\UWfm`UhY cbhc VUaVcc WY``i`cgY ibXYf a]WfckUjY

]ffUX]Uh]cb) ;UfVc\mXfUhY Hc`maYfg 3.' -1/&-14)

Oc^bUfcj]hg' D)' >�`Xjufm' ;)E)' LU_UWg' =)' -+,+) JUX]Uh]cb(]bXiWYX [fUZh]b[ cZ WY``i`cgY

Zcf UXgcfdh]cb cZ \UnUfXcig kUhYf dc``ihUbhg5 U fYj]Yk) JUX]Uh]cb H\mg]Wg UbX

;\Ya]ghfm 24' 3/3&31-)
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Ocb[' B)Q)' 9fcbn]bc' B)<)' HYhYfgcb' <)J)' -+,.) 9]caUhYf]U`g & Hf]bW]d`Yg UbX HfUWh]WYg'

gYWcbX YX) LUm`cf " >fUbW]g ?fcid' 9cWU JUhcb' >`cf]XU)

P]Y' P)' OUb[' J)' D]' B)' Dic' D)' OYb' <)' Yh U`)' -++4) >`icfcWUfVcb W\U]b YbX( WUddYX

dc`m#WUfVcbUhY ifYh\UbY$g Ug V]caUhYf]U`g5 V`ccX WcadUh]V]`]hm UbX W\Ya]WU` ghUV]`]hm

UggYggaYbhg) BcifbU` cZ 9]caYX]WU` EUhYf]U`g JYgYUfW\ HUfh 9 34' --.&-/,)

Pi' D)' Kib' B)' R\Uc' D)' -+,,) ;c([fUZh]b[ cZ UWfm`Ua]XY UbX j]bm` ]a]XUnc`Y cbhc =9 dfY(

]ffUX]UhYX g]`Ub]nYX g]`]WU [Y`) JUX]Uh]cb H\mg]Wg UbX ;\Ya]ghfm 3+' ,-13&,-2/)

QUb[' B)E)' D]b' @)L)' Oi' L)@)' ;\Yb' ;)(;)' -++.) OYhhUV]`]hm UbX Ubh]VUWhYf]U`

UggYggaYbh cZ W\]hcgUb WcbhU]b]b[ fUX]Uh]cb(]bXiWYX [fUZh bcbkcjYb ZUVf]W cZ

dc`mdfcdm`YbY([(UWfm`]W UW]X) BcifbU` cZ 8dd`]YX Hc`maYf KW]YbWY 4+' ,..,&,..1)

Q][]hc[`i' E)' 8mX b' ?)' Ag]_`Ub' F)' -+,/) E]WfckUjY(Ugg]ghYX gmbh\Yg]g cZ U`[]bUhY([(

dc`mj]bm`dmffc`]XcbY Wcdc`maYf UbX ]hg Udd`]WUh]cb ]b Wcbhfc``YX Xfi[ fY`YUgY)

Hc`maYf 9i``Yh]b 2,' .30&/,/)

Qi' D)' <YUb' C)' D]' D)' -++1) Hc`maYf V`YbXg UbX Wcadcg]hYg Zfca fYbYkUV`Y fYgcifWYg)

Hfc[fYgg ]b Hc`maYf KW]YbWY .,' 021&1+-)

Qi' D)' @Y' Q)' 9]b' D)' QiYY' >)' -++.) KhiXm cZ fUX]Uh]cb(]bXiWYX [fUZh Wcdc`maYf]nUh]cb

cZ Vihm` UWfm`UhY cbhc W\]hcgUb ]b UWYh]W UW]X UeiYcig gc`ih]cb) BcifbU` cZ 8dd`]YX

Hc`maYf KW]YbWY 4+' -300&-31+)

RUaUb' @)M)' C\Ub' E)8)' C\Ub' J)8)' -+,,) EcX]!WUh]cb cZ [Y`Uh]b !`ag ig]b[ -(

Yh\m`\Ylm` UWfm`UhY Vm [UaaU fUX]Uh]cb) BcifbU` cZ L\Yfacd`Ugh]W ;cadcg]hY

EUhYf]U`g -1' 240&3+3)

RUjU`U(DU[ibYg' =)' Ji]n' B)(;)' NUfWU' ?)@);)' 9iW]c' =)' -+,1) Kmbh\Yg]g UbX

W\UfUWhYf]nUh]cb cZ gh]ai`](fYgdcbg]jY dc`mdfcdm`YbY WcbhU]b]b[ F(j]bm`WUdfc`UWhUa

UbX F(j]bm`]a]XUnc`Y cVhU]bYX Vm ]cb]n]b[ fUX]Uh]cb) EUhYf]U`g KW]YbWY UbX

=b[]bYYf]b[5 ; 12' .0.&.1,)

R\Uc' D)' E]hcac' @)' R\U]' E)' Qcg\]]' >)' FU[UgUkU' F)' CiaY' L)' -++.) Kmbh\Yg]g cZ
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;UfVc\mXfUhY Hc`maYfg 0.' /.4&//1)
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