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1. Generalidades

1.1 Modificacién de polimeros? 2

Una tendencia en la civilizacion moderna es lograr el reemplazo gradual de los
materiales naturales ya sea por su modificacion o por materiales sintéticos. En la
era de los polimeros, es esencial la modificacion de las propiedades de los
polimeros de acuerdo con especificaciones hechas a la medida designadas para

aplicaciones especificas.

La modificacion de polimeros ha recibido gran atencién recientemente debido a la
dificultad que conlleva la sintesis de nuevos mondmeros para desarrollar mejores
materiales poliméricos. A partir de la modificacion de los polimeros convencionales
se pueden obtener facilmente materiales con propiedades mejoradas, tales como
estabilidad térmica, compatibilidad, respuesta al impacto, flexibilidad, rigidez,
solubilidad, etcétera. Uno de los objetivos recientes de la modificacion de polimeros

es evitar su naturaleza no biodegradable.

1.2 Métodos de modificacion de polimeros?

La modificacion de las propiedades de los polimeros puede llevarse a cabo de
diferentes maneras, la formacion de mezclas poliméricas, el injerto y el curado. Las
mezclas poliméricas son mezclas fisicas de dos o0 mas polimeros para obtener las
propiedades requeridas. El injerfo es un método en el que monémeros se unen
covalentemente a una cadena polimérica, mientras que, en el curado fisico la
polimerizacion de la mezcla de un oligbmero forma una capa que se adhiere a un
sustrato por medio de fuerzas fisicas. El curado proporciona un terminado suave al
llenar los espacios en la superficie. Esto es algo diferente al curado quimico o
vulcanizacién del caucho que produce entrecruzamiento quimico entre las cadenas
poliméricas poco enrolladas, produciendo elasticidad a medida que las cadenas se

estiran bajo un estrés, y retrayéndose con la liberacién del mismo.



Figura 1: Representacion esquematica de los métodos de modificacion de polimeros. Reimpreso de
Progress in Polymer Science, 29, Bhattacharya, A. & Misra, B.N., Grafting: a versatile means to
modify polymers techniques, factors and applications, 767-814, Copyright (2004), con permiso de
Elsevier.

En este trabajo se detalla la técnica de injerto por radiacion gamma.

1.3 Injerto por radiacién gamma3

La modificacién por injerto usando radiacion gamma, rayos de electrones o plasma
son algunos métodos que proporcionan una modificacion covalente del material.
Estos tres métodos proporcionan materiales con un alto nivel de pureza, a pesar de
eso la radiacién gamma es preferida por su alta penetrabilidad. Las ventajas de usar
radiacion gamma para el proceso de injerto son: que puede realizarse a cualquier
temperatura, en soélido, gaseoso, o estado liquido. En varios casos, la radiacion

gamma conduce a un mayor injerto, comparado con otros métodos’.
1.3.1 Injerto por método directo
En este método, el polimero y el mondémero (en fase gaseosa o liquida) son

irradiados simultaneamente. La irradiacion permite la formacion de sitios activos en

la matriz polimérica y en el monémero. La dosis e intensidad de la dosis son



parametros muy importantes en este método. Este proceso se representa de

manera sencilla en el siguiente mecanismo.

P+M ™ P®*+ M®* —»P-M*

Una de las desventajas que presenta este método es la considerable formacién de
homopolimero. Generalmente esto sucede cuando se emplea una proporcién mayor
en volumen de mondémero con respecto al disolvente o si el rendimiento de radicales
provenientes del mondmero es considerablemente mayor que el rendimiento de
radicales provenientes de la matriz polimérica. Ademas, el injerto puede predominar
si la matriz polimérica es tratada antes de la irradiacion como por ejemplo
hinchandola en una solucién del monémero, en un disolvente sensible a la radiacion
o bien por la adicion de ciertos compuestos como acidos (acido sulfurico), sales
inorganicas (LiClO4, LINO3), etc.

1.3.2 Método de pre-irradiacion

En este método la matriz polimérica es irradiada en ausencia de aire o atmdsfera
de un gas inerte para formar sitios activos. Posteriormente, la matriz polimérica

irradiada se pone en contacto con el monémero en fase gaseosa o liquida.

Una de las ventajas de este método es la poca formacion de homopolimero. Se
aconseja para este método llevar a cabo la irradiacion y la difusién del monémero a
bajas temperaturas para prevenir la recombinacion de radicales. Una de las
desventajas de este método es que el porcentaje de injerto suele ser muy bajo.

1.3.3 Método de pre-irradiacion oxidativa

Alternativamente, el injerto puede ser conseguido irradiando inicialmente la matriz

polimérica en presencia de aire para formar hidroxiperéxidos y peroxidos, 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 polimero irradiado a
baja temperatura por un tiempo considerable. Ademas, se reduce
considerablemente la formacién de homopolimero. Una desventaja es la posible

degradacion del polimero.

1.3.4 Irradiacion directa en presencia de vapor

En este método se emplea una ampolleta disefiaba de tal forma que el monémero
no esté en contacto con la pelicula que se desee injertar. Se elimina el oxigeno
presente en el sistema. En un dispositivo de plomo se coloca la ampolleta cubriendo
unicamente el mondmero, permitiendo que la radiacion ionizante incida sobre la
pelicula, la cual estara en contacto con los vapores del monémero, con lo que se

iniciara el injerto. El mecanismo de injerto es igual al del método directo.

1.3.5 Ventajas y desventajas del injerto mediante radiacion ionizante

La radiacion ionizante ha sido utilizada desde hace décadas para modificar las
propiedades fisicas y quimicas de los polimeros. A continuacion, se mencionaran

las ventajas mas importantes:

e No se requiere iniciador quimico, por lo que no es necesaria la posterior

purificacion del copolimero de injerto.

o El efecto de la temperatura es de poca importancia en la formacion del radical
por lo que se puede controlar la etapa de propagacion.

o El efecto de aditivos, disolventes, etc. puede ser controlado usando un amplio
rango de dosis de radiacién y temperatura.



e La polimerizacion puede llevarse a cabo en fase sdlida.

e Facil preparacion cuando se compara con los métodos quimicos

convencionales.

e Aplicabilidad para una gran mayoria de combinacidon de polimeros debida a

que la absorcidon de energia por parte de la materia no es selectiva.

e Mayor eficiencia de la transferencia de energia proveniente de la radiacion

cuando se compara con los métodos quimicos que requieren calentamiento.

A continuacion, se mencionan las desventajas mas importantes:

e Se requiere de instrumentaciéon y equipos complejos.
o Existe el peligro de contaminacion por radiacion.

e Se requiere equipo de proteccion especial para su manejo.
1.4 Factores que afectan la rapidez de injerto3
1.4.1 Efecto de la intensidad de la radiacion
A altas intensidades, la polimerizacion via radicales libres decrece debido a la
recombinacion de los radicales producidos. La rapidez de formacion de radicales en
injertos en muchos casos es proporcional a la raiz cuadrada de la intensidad de
radiacion.

1.4.2 Efecto de la dosis

A altas dosis de radiacion, la rapidez de polimerizacién se incrementa debido a un

proceso de auto-aceleracion y se incrementa el porcentaje de injerto, el cual también



depende de la naturaleza del monomero y de la intensidad de radiacion. La auto
aceleracion es causada por un incremento de viscosidad en el sistema ocasionado
por una posible disminucion de la rapidez de terminacion, sin afectar la rapidez de
propagacion de la cadena. De esta forma, se presenta la formacion de nuevos
radicales no solo en el mondmero sino también en las cadenas poliméricas en

crecimiento que pueden iniciar una polimerizacion.

1.4.3 Efecto de la temperatura

La rapidez de polimerizacion o de injerto se incrementa con la temperatura, también
depende de la naturaleza del mondémero, ya que al llegar a una cierta temperatura
combinada con factores como la difusién, concentracion, dosis, etc. puede ocurrir la
homopolimerizacién. Como se mencioné anteriormente, a mayor temperatura se
incrementa el porcentaje de injerto hasta llegar a una temperatura 6ptima que no

disuelva al copolimero de injerto o a la matriz a injertar.

1.4.4 Efecto de la concentracion del monémero

La concentracion de monomero utilizada dependera del método empleado. Por
ejemplo, si se escoge el método directo para llevar a cabo el injerto, no es
conveniente manejar concentraciones de monémero superiores a 80% porque hay
una mayor tendencia a formar homopolimero que hacia el proceso de injerto. Por
otro lado, si se utiliza el método de pre-irradiacion debemos utilizar concentraciones
de mondémeros superiores al 50% ya que a concentraciones mas pequefias el injerto
sera muy pobre porque hay menor cantidad de radicales que copolimerizara con la

matriz polimérica.

1.4.5 Efecto del disolvente

En el caso de la irradiacion del sistema polimero-mondmero-disolvente (método

directo), es importante que la estructura quimica del mondémero y el disolvente sea



similar, asi como también para el método de pre-irradiacion. En ambos casos es
muy importante tomar en cuenta que el disolvente empleado debe ser soluble en el
mondmero, pero no-disolvente para la matriz polimérica a injertar, asi como del
copolimero de injerto. Dicho disolvente debe ser capaz de hinchar el polimero a

injertar.

1.4.6 Efecto del espesor de la matriz polimérica

En el proceso de injerto de polimeros, el incremento del injerto depende de la
difusion del mondmero en la pelicula. El efecto de la difusion del mondmero trae
como resultado una reduccion de la rapidez de injerto de peliculas gruesas

comparadas con peliculas delgadas.

1.4.7 Sensibilidad a la radiacién ionizante

La radiacion ionizante no es selectiva y tiene efecto sobre la matriz polimérica,
monomero, disolvente y cualquier otra especie presente en el sistema. La
sensibilidad a la radiacion de una especie quimica es medida en términos de su
valor de rendimiento radioquimico. El injerto es favorecido cuando el valor del

rendimiento radioquimico de la matriz polimérica es mayor que el del monémero.
1.5 Técnicas de caracterizacion

1.5.1 Espectroscopia infrarroja*
Las espectroscopias vibracionales mas importantes son la espectroscopia de
absorciéon infrarroja y la espectroscopia Raman. Aunque las dos técnicas

encuentran informacion parecida son, en gran medida, complementarias.

La espectroscopia de absorcién infrarroja se basa en la absorcion de la luz incidente

por el material. Los fotones cuya frecuencia coincide con una frecuencia de



vibracion del material pueden ser absorbidos y su energia se invierte en la activacion
del modo de vibracion correspondiente. Por ello la zona del espectro
electromagnético util corresponde a nimeros de onda de 0 a 4000 cm!, que son las
frecuencias tipicas de vibracion molecular. Esta zona es la zona del infrarrojo medio
y lejano de manera que los materiales Opticos de ventanas y lentes deben ser
transparentes (cuarzo o zafiro) y los detectores tienen que ser de HgCdTe, de Ge o
piroeléctricos. Ademas, el vapor de agua del aire interfiere por lo que hay que

desecar las zonas donde pasa el haz de luz.

De un espectro infrarrojo se obtienen las frecuencias de vibracion de las moléculas
del material, que estan finalmente ligadas a la composicién quimica (masas
atomicas y tipos de enlace) y a la estructura molecular. Las vibraciones que
aparecen mas intensas en un espectro infrarrojo son aquellas en las que oscilan
enlaces entre atomos muy diferentes, que producen una fuerte variacién del
momento dipolar eléctrico. Ademas, la espectroscopia infrarroja puede aportar
informacion sobre la masa efectiva, la densidad y la movilidad de los portadores de
carga eléctrica en semiconductores, la resistividad, el borde de absorcion y el

espesor de las capas delgadas.

1.5.2 Espectroscopia Raman> ©

La espectroscopia Raman se basa en la dispersion inelastica de la luz que se
produce cuando una radiacion electromagnética incide sobre una particula, lo que
implica una transferencia de energia entre el foton y la molécula, resultando en una
excitacién vibracional. En esta técnica se observan tres tipos de dispersién que son:
Rayleigh, Stokes y anti-Stokes. La dispersién Rayleigh se produce cuando una
radiacion electromagnética incide sobre una molécula que esta en estado basal,
provocando su excitacion y después vuelve a su estado vibracional inicial, esto
implica que no se observa ninguna variacién, por lo tanto, la radiacién incidente y la
dispersada presentan la misma longitud de onda y frecuencia. La dispersién Stokes

tiene un proceso similar a la Rayleigh pero, en este caso, después de la excitacion



la molécula queda en un estado vibracional superior al inicial, por lo tanto, la
radiacion dispersada presenta una frecuencia menor. Por su parte, en la dispersiéon
anti-Stokes la molécula desexcitada queda en un estado vibracional inferior a la
inicial, por lo tanto, la radiacion dispersada presenta una frecuencia mayor. A causa
de que las lineas anti-Stokes son normalmente muy débiles, y la informacion

obtenida duplica la de las lineas Stokes, normalmente se desprecian las anti-Stokes.

Debido a la baja intensidad de la luz dispersada, la técnica ha sido poco usada,
pues requiere de fuentes de luz de elevada intensidad. Y mas aun, los cambios de

frecuencia son tan pequenos que se necesita luz altamente monocromatica.

1.5.3 Resonancia magnética nuclear’- 8

La resonancia magnética nuclear se ha convertido en una poderosa técnica analitica
con diversas aplicaciones en el area de la quimica, incluyendo la caracterizacién de
polimeros. Usando esta técnica para elucidar la estructura molecular de una
muestra de polimero desconocida, se puede obtener informacién cualitativa y
cuantitativa de materiales poliméricos como son: tacticidad, ramificaciones, defectos

estructurales, y cambios quimicos como estados de oxidacion.

La resonancia magnética nuclear es basicamente otra forma de absorcion
espectromeétrica y esta basada en la absorcion de radiacion electromagnética bajo
condiciones apropiadas en la region de radiofrecuencia a frecuencias definidas por

la naturaleza de la muestra.

El principal objetivo de esta técnica es la de proveer informacién para la
identificacion de moléculas organicas por medio del estudio de las propiedades

magnéticas del nucleo.



1.5.4 Analisis termogravimétrico (TGA)>°

Esta técnica permite observar la resistencia térmica de los copolimeros con respecto
a la temperatura, es decir, en una grafica de porcentaje de pérdida de peso contra
temperatura se puede determinar la temperatura a la cual se descompone el
copolimero.

Entre los cambios térmicos que se acompafan de un cambio de masa se
encuentran la descomposicion, la sublimacion, la reduccién, la desorcion, la
absorciodn y la vaporizacién. Las mediciones son normalmente llevadas a cabo en
aire o en atmosfera inerte de helio, argén o nitrégeno y el peso es registrado como

una funcion de la temperatura.
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Figura 2: Termograma tipico por TGA para el homopolimero PHEAAm. Copyright (2009) Wiley.
Usado con permiso de (Atsushi Narumi, Yougen Chen, Masako Sone, Keita Fuchise, Ryosuke Sakai,
Toshifumi Satoh, Qian Duan, Seigou Kawaguchi, Toyoji Kakuchi, Poly(N-hydroxyethylacrylamide)
prepared by atom transfer radical polymerization as a nonionic, water-soluble, and hydrolysis-
resistant polymer and/or segment of block copolymer with a well-defined molecular weight,
Macromolecular Chemistry and Physics, John Wiley and Sons).

1.5.5 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)3 °

Cuando un material pasa por un cambio de estado fisico, por ejemplo, una fusién o

una transicion cristalina de una forma a otra, o cuando reacciona quimicamente,
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tiene lugar una absorcion o un desprendimiento de calor. Muchos de estos procesos
pueden ser iniciados simplemente aumentando la temperatura del material. Los
calorimetros diferenciales de barrido estan disefiados para determinar las entalpias
de estos procesos, midiendo el flujo calorifico diferencial requerido para mantener

una muestra del material, y una referencia inerte a la misma temperatura.

Entre las determinaciones posibles a partir de medidas de DSC se hallan las
siguientes: calor de transicion, calor de reaccion, pureza de muestra, diagrama de
fase, calor especifico, identificacion de muestra, porcentaje de incorporacion de una
sustancia, rapidez de reaccion, rapidez de cristalizaciéon o fusion, retencion de
disolventes, energia de activacion y temperatura de transicion vitrea (Tg). Esta
ultima es una propiedad muy importante para los polimeros ya que es la temperatura
a partir de la cual el material sufre un marcado cambio de propiedades. pasando de

un estado duro y rigido a un estado mas gomoso y flexible.
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Figura 3: Termograma tipico por DSC para un el homopolimero PHEAAm. Copyright (2009) Wiley.
Usado con permiso de (Atsushi Narumi, Yougen Chen, Masako Sone, Keita Fuchise, Ryosuke Sakai,
Toshifumi Satoh, Qian Duan, Seigou Kawaguchi, Toyoji Kakuchi, Poly(N-hydroxyethylacrylamide)
prepared by atom transfer radical polymerization as a nonionic, water-soluble, and hydrolysis-
resistant polymer and/or segment of block copolymer with a well-defined molecular weight,
Macromolecular Chemistry and Physics, John Wiley and Sons).
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1.5.6 Difraccion de rayos X (XRD)3 10

Los rayos X son una forma de radiacién electromagnética que tiene elevada energia
y corta longitud de onda. Cuando un haz de rayos X incide en un material sélido,
parte de este haz se dispersa en todas direcciones a causa de los electrones

asociados a los atomos o iones que encuentra en el trayecto.

La técnica de difraccion mas comun utiliza una muestra pulverizada o policristalina
consistente en muchas particulas diminutas y orientadas al azar, que se exponen a
una radiacion de rayos X monocromatica. Como cada particula de polvo es un
cristal, teniendo gran cantidad de ellos libremente orientados se asegura que
algunas particulas estén orientadas adecuadamente para que sus planos

cristalograficos cumplan las condiciones para la difraccion.

Esta técnica nos ayuda a determinar la distancia interplanar y el ordenamiento en la
estructura de un compuesto. Las graficas representativas de esta técnica se llaman
difractogramas. Cuando se presentan maximos orientados se considera que el
compuesto es cristalino y cuando no hay maximos, sino una zona ancha de

dispersion el compuesto es amorfo.

1.5.7 Microscopia electrénica de barrido (SEM)3 "

La microscopia electrénica de barrido es una técnica indispensable para la
caracterizacion microestructural de los materiales poliméricos. Esta técnica permite
conocer la morfologia de la superficie, tamafio aproximado de los poros en caso de
polimeros reticulados asi como el grado de homogeneidad de la cadena injertada.
El fundamento de la microscopia electrénica de barrido se puede describir de un
modo sencillo de la siguiente manera: un haz de electrones procedente de un
filamento es acelerado y focalizado mediante una serie de lentes electromagnéticas
hacia una muestra. Debido a la interaccion que sufren estos electrones con la

muestra, se generan una serie de sefales que convenientemente recogidas y
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amplificadas permiten obtener informacion de ésta tanto de un punto de vista

morfolégico como de su composicion quimica.

1.6 Polihidroxialcanoatos (PHA)'% 13

Los PHA son polimeros de acidos hidroxialcanoicos que algunas bacterias, arqueas
y microalgas acumulan intracelularmente como material de reserva, para usarlo
posteriormente como fuente de carbono y energia. La polimerizacion de los acidos
hidroxialcanoicos, por accion de enzimas intracelulares, tiene lugar mediante la
condensacion del grupo carboxilo de un mondmero, con el grupo hidroxilo del
siguiente, formandose un enlace éster, de alli que también se les conozca como

biopoliésteres.

Desde que se descubrio que la bacteria Bacillusmegaterium produce el PHA
denominado polihidroxibutirato, se han reportado mas de 300 bacterias capaces de
producir PHA. Estas bacterias los producen a partir de sustratos organicos, como
carbohidratos (glucosa, sacarosa), aceites, alcoholes, acidos organicos, y los
acumulan en grandes cantidades dentro de la célula bacteriana en forma de
granulos que se alojan en el citoplasma microbiano rodeados de una monocapa de
fosfolipidos que contiene enzimas polimerasas y despolimerasas, llegando a
constituir hasta el 90% de la biomasa. La cantidad de polimero producido y
acumulado depende de la especie de bacteria y de las condiciones en las que se

cultiva.

En general, condiciones de desbalance de nutrimentos en el caldo o medio usado
para cultivar a la bacteria favorecen una alta produccién. Para producir PHA son
especialmente favorables condiciones de cultivo en las que hay una concentracién
alta de fuente de carbono (que la bacteria utilizara como materia prima para
sintetizar el PHA), por ejemplo, sacarosa, pero ademas existe una limitacion para el

crecimiento como niveles de oxigeno bajos o escasez de otros nutrientes.

13



1.6.1 Clasificacion de los PHA12 13

En el caso de los PHA, los monémeros que se enlazan para formar la cadena del
polimero son moléculas de diversos hidroxialcanoatos. Todos los PHA forman la
misma estructura basica de poliéster con unidades de tres carbonos formando el
esqueleto del polimero, pero difieren en el tipo de grupo alquilo que se encuentra
unido al carbono numero 3 de cada mondmero. A la fecha se han descubierto mas
de 100 mondmeros diferentes en los PHA producidos por bacterias, aunque solo
unos cuantos se han producido en grandes cantidades y se han caracterizado.
Como consecuencia, se sabe poco sobre las caracteristicas quimicas y mecanicas
de muchos de los polimeros que las bacterias pueden producir. Se han encontrado
PHA con monomeros rectos, ramificados, con o sin dobles enlaces y también con
anillos aromaticos.

Los PHA se pueden clasificar en varios tipos segun la longitud de la cadena de los
acidos hidroxialcanoicos de los que estan constituidos. A continuacion, se define

cada una de ellas.

Tabla 1: Clasificacion de los PHA de acuerdo a su composicion monomérica.

Cadena Composicion
Corta Mondmeros de 3 a 5 atomos de carbono.
Media Mondémeros de 6 a 14 atomos de carbono.
Hibrida Mondmeros tanto de cadena corta como de cadena media.

La longitud de la cadena lateral y el grupo funcional tienen una influencia
considerable sobre las propiedades del polimero, como son, el punto de fusidén y la
cristalinidad®. Los PHA de cadena corta son tipicamente polimeros termoplasticos,
que pueden ser moldeables arriba de sus puntos de fusion. La temperatura de
fusién, Tm, es relativamente alta (180 °C) y su temperatura de transicion vitrea, Tg,
esta entre -5y 20 °C. En cuanto a los PHA de cadena media, estos son altamente
amorfos con una Tgde entre -62y -26 °C y Tm de 42 a 58 °C, por lo cual se clasifican

como elastémeros.
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1.6.2 Poli (3-hidroxibutirato) (P(3HB)) 15. 16

El poli (3-hidroxibutirato) es un poliéster alifatico 6pticamente activo producido por
varios tipos de microorganismos. También es un termoplastico degradable en el
ambiente por procesos de degradacion hidrolitica y enzimatica. Fue aislado por
primera vez hace 50 afnos por Lemoigne y trabajos subsecuentes han demostrado
que este polimero sirve como una fuente de almacenamiento de energia y carbono

de la misma manera que el glucdgeno en el tejido de los mamiferos.

El PHB es relativamente abundante en el ambiente y puede ser encontrado en
bacterias de suelo, microfloraestuarina, alga verde-azul y aguas tratadas
microbialmente. El porcentaje de PHB en estas células es normalmente bajo, entre
1y 30%, pero bajo condiciones controladas de fermentacién, exceso de carbono y
limitacion de nitrégeno la produccion de este polimero puede incrementarse hasta

en un 70% en peso de células secas.

El proceso basico de produccion del P(3HB) consta de dos etapas: etapa de
fermentacioén en el cual los microorganismos metabolizan el aztcar disponible en el
medio y acumula el P(3HB) en el interior de la célula como fuente de reserva; etapa
de extraccién en el cual el polimero acumulado en el interior de la célula del

microorganismo es extraido y purificado para conseguir granulos de P(3HB).

La razon por la cual el PHB se ha vuelto tan atractivo es porque es un material
facilmente degradable por el ambiente y porque puede ser procesado como un
termoplastico convencional. Sin embargo, su alta cristalinidad (que lo hace un
material bastante rigido y quebradizo) y su inestabilidad térmica a temperaturas
arriba del punto de fusion (alrededor de 180 °C) impiden en gran medida su

aplicacién comercial.

15



Varias técnicas han sido usadas para reducir la fragilidad del P(3HB). Las mas
comunes son: plastificacion, copolimerizacién de 3-hidroxibutirato con 3-
hidroxivalerato o con homologos mas grandes de PHAS, ajustes en las condiciones
de procesamiento, calandrado del material a temperatura arriba de la temperatura
ambiente pero debajo de la temperatura de fusidn y calentar el material formado
después de lograr la cristalizacidon completa a temperaturas alrededor de 120 °C o

mas.

1.6.3 Aplicaciones del P(3HB)'3. 16

Los PHA exhiben pesos moleculares relativamente altos, caracteristicas
termoplasticas o elastoméricas y otras propiedades fisicas y mecanicas que los
hacen candidatos para varias aplicaciones en la industria. En el caso del P(3HB),
que es un termoplastico con propiedades similares al polipropileno, se usa
principalmente para técnicas de moldeado'®, aunque también se utiliza en la
agricultura para la liberacion prolongada de fertilizantes y agroquimicos,
aplicaciones médicas, fabricacion de botellas desechables, contenedores para
productos alimenticios, bolsas y otros productos desechables como panfales,

servilletas, rastrillos, vasos y cubiertos.
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2.Objetivos

2.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar un nuevo poliuretano basado en N-hidroxietil acrilamida

(HEAAm) injertado en poli (3-hidroxibutirato) (P(3HB)) por polimerizacion inducida

por radiaciones gamma.

2.2 Objetivos particulares

Sintesis de copolimeros de injerto por el método de copolimerizaciéon por

injerto inducido por radiaciones gamma de °Co (irradiacion simultanea).

Estudiar el efecto del disolvente en la polimerizacién por injerto radio-inducido
de la HEAAm, en el P(3HB).

Caracterizacion de los copolimeros de injerto a través de técnicas de
espectroscopia Raman, espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR), resonancia magnética nuclear de solidos, difraccion de rayos
X, microscopia electrénica de barrido (SEM), analisis termogravimétrico
(TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Sintesis del poliuretano, el cual tiene utilidad en la preparacién de andamios

tridimensionales.
Caracterizacién del poliuretano por FTIR.

Realizar la propuesta del mecanismo de reaccién de formacion del

copolimero y el poliuretano.

Estudiar la morfologia de la superficie de los andamios tridimensionales.
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3. Desarrollo experimental

3.1 Materiales

Se utilizé P(3HB) suministrado por el Instituto de Investigaciones Tecnoldgicas de
Sao Paulo, Seccién Biotecnoldgica (Brasil). El mismo fue purificado por precipitaciéon
en etanol de una solucién de cloroformo como se describe posteriormente. El peso
molecular del PHB utilizado es de Mn= 27 000 g/mol, Mw= 60 000 g/mol y Mz= 98
000 g/mol. La dispersidad del polimero es de 2.22.

El monémero N-hidroxietil acrilamida (HEAAm) se adquirié en Sigma Aldrich y fue

utilizado sin previa purificacién.

Otras sustancias quimicas que también fueron utilizadas sin previa purificacion se

enlistan a continuacion:

Etanol / CH3sCH20H, Sigma Aldrich, 99.9%, P.M. 46.07 g/mol, p.e. 78.4 °C,
n2%1.360, p2°0.789 g/cm3. Liquido incoloro, inflamable, téxico.

Hexano / CsH14, Sigma Aldrich, 99.8 %, P.M. 86.18 g/mol, p.e. 69 °C, n2°1.375, p®
0.6548 g/cm?® Liquido incoloro inflamable, irritante.

Acetato de etilo / CH3COOCH2CHs, Sigma Aldrich, 99.9%, P.M. 88.11 g/mol, p.e.
77 °C, n3%1.3724, p?° 0.9 g/cm? Liquido incoloro inflamable, irritante.

Cloroformo / CHCIs, Sigma Aldrich, 99.9%, P.M. 119.38 g/mol, p.e. 61 °C,
n3%1.4459, p?° 1.483 g/lcm3 A temperatura ambiente, es un liquido volatil, no
inflamable, incoloro, de olor penetrante.

Acetona / CO(CHa)2, Sigma Aldrich, 99.8 %, P.M. 58.08 g/mol, p.e. 56 °C, p?° 1.791,
n3%1.359. Liquido incoloro, inflamable.

Acido acético (AAc)/ CHsCOOH, Sigma Aldrich, 99.8 %, P.M. 60.05 g/mol, p.e. 118
°C, 1,049 g/cm?3.A temperatura ambiente, es un liquido incoloro, e inflamable.
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Purificaciéon del P(3HB)

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

etanol).

Purificacion de los solventes

La purificacién de los solventes se llevo a cabo a través de una destilacion simple
(i.e., el etanol se destila a una temperatura de 78.4 °C y el cloroformo a 61 °C). Los

solventes utilizados fueron de calidad Sigma.

3.2 Métodos

3.2.1 Sintesis del copolimero por injerto P(3HB-g-HEAAm)

Los experimentos de irradiacion se llevaron a cabo en un sistema al vacio a
temperatura ambiente. Se utilizaron 400 mg de P(3HB) en polvo, 400 mg de HEAAm
y 3 mL de disolvente para preparar cada muestra. Los disolventes utilizados fueron
etanol (S1), hexano (S2), acetato de etilo (S3), cloroformo (S4), acetona (S5) y acido
aceético (S6). La nomenclatura utilizada es P1 para el P(3HB), Sx para el disolvente
de acuerdo con lo sefialado anteriormente y M2 es la nomenclatura utilizada para el
monomero HEAAm, de manera que, por ejemplo, el copolimero por injerto seria
P1M2S1 (i.e. P(3HB-g-HEAAm) obtenido utilizando etanol como disolvente). Las
muestras se expusieron a una fuente de rayos gamma (°°Co), con una tasa de dosis
de aproximadamente 1,5 kGy/h y una dosis de 10 kGy. Se utilizé un irradiador
Gamma Beam 651 PT, Nordion International. ElI copolimero obtenido se purificd
utilizando un Soxhlet y suficiente etanol y acetona durante 48 horas. Con este
procedimiento se eliminan el monémero HEAAmM que no reacciondé y el

homopolimero poli(N-hidroxietil acrilamida) (PHEAAmM) que se obtuvo como
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producto colateral de la reaccion. El copolimero P(3HB-g-HEAAmM) obtenido se secd

al vacio a 40 °C hasta alcanzar un peso constante.

Para determinar el grado de injerto W (%)en la reaccién de copolimerizacion se

utilizé la siguiente ecuacion:

(mg —my)

i

W (%) = * 100 ( Ecuaciéon 1)

Donde m; (g) es el peso original del polimero base (PHB) y m,(g) es el peso del
copolimero por injerto producto de la reaccién de injerto. Esta variable (W (%)) es

una alternativa para determinar el grado de injerto a través del incremento de masa.

3.2.2 Sintesis del poliuretano

La sintesis del poliuretano se realizo a través de la reaccion del P(3HB-g-HEAAm),
poliisocianato y resina hidroxilada. El copolimero por injerto se tamizé con un tamiz
especial que tiene un tamafo de poro de 74 um (# 200), y luego se le anadi6 acetato
de sodio (J.T Baker) como formador de poro. Se utilizaron aproximadamente 0.38 g
de P(3HB) injertado, 0.12 g de resina (Reichhold Quimica, Mex.), 0.025 g de
poliisocianato y 0.23 g del pordgeno para la sintesis del producto. Cuando la mezcla
de los materiales resulté homogénea se cargaron 100 mg de la muestra en un molde
de acero inoxidable que permitié la aplicacion de una presion de 5 MPa durante
unos 10 minutos aproximadamente. De los moldes se obtienen andamios de
poliuretano de alrededor de 0.5 cm de didmetro y 3 mm de espesor. Estos andamios
se ponen a airear por aproximadamente 24 horas y luego se liman para exponer los
poros. Para eliminar el acetato de sodio e inducir mayor porosidad en el material,
se lavé el producto en un Sohxlet, utilizando agua como disolvente. La morfologia
del andamio con porosidad inducida fue estudiada por MEB (JEOL-JSM-6060LV)
operado a 15 kV.
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Las propiedades mecanicas de compresion de los andamios se calcularon
utilizando una maquina de ensayo mecanico Instron modelo AdamelLhomargy
DY.22 con una celda de carga de aproximadamente 1 kN a una rapidez de
compresion de 0.5 mm/min. La carga maxima aplicada a las muestras ayudo para
determinar la resistencia a la compresién, mientras que el médulo de compresion
se obtuvo a partir de la pendiente de la regién lineal de la curva de esfuerzo-
deformacion. Se midieron 10 muestras para asegurar la reproducibilidad del
experimento. Todos los datos presentados en este trabajo se reportan como la
media + la desviacidén estandar y el estudio estadistico se realizé mediante analisis
ANOVA (Analysis of variance, segun terminologia inglesa). Los valores de P<0,05
se consideraron como estadisticamente significativos (n = 15 para el crecimiento y

n = 10 para las pruebas mecanicas y el estudio de porosidad de las muestras).

Para estudiar la porosidad de los andamios, se utilizé el método previamente
reportado que se basa en pesar los andamios en botellas de densidad con etanol.
Primero se pesa la botella con etanol (m;) en una balanza analitica (Sartorius;
Sartorius AG, Goéttingen, Alemania). Luego se pesa la botella con el andamio y el
etanol (m,), y finalmente se pesa el andamio seco (m,). Se calcula el grado de

porosidad utilizando la siguiente ecuacion, donde petanol €S la densidad del etanol.

my—m,+m
p=1- ! ; 2 > (Ecuacion 2)
etanol

3.2.3 Caracterizacion

3.2.3.1 Analisis por espectroscopia Raman

La caracterizacién de los copolimeros de injerto y el P(3HB) se obtuvo utilizando un
espectrometro micro-Raman (Bruker Senterra, modelo 910, MA, EE. UU.) equipado
con una fuente de luz laser de 785 nm. Las muestras se analizaron con 10 s de

tiempo de integracién y una resolucion de 9—15 cm™ y 100 mW. No se observo
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ninguna senal de fluorescencia producida por los materiales a la longitud de onda
de excitacion utilizada. Los cambios Raman de las muestras se midieron de 200 a
3100 cm™' aproximadamente, utilizando para su andlisis cuatro intervalos. El error
en la determinacion de altura de la banda es de aproximadamente 3-5%. Con el fin
de evitar cualquier interferencia entre el soporte y los productos obtenidos, las
muestras se colocaron sobre un porta-muestras de laton plano y limpio. Los
espectros Raman de los polimeros se obtuvieron a temperatura ambiente en todos

los casos.

3.2.3.2 Analisis por espectroscopia FTIR

El analisis por infrarrojo se llevo a cabo en un espectrometro Bruker Vector 33 con
una resolucion de 4 cm-' y 32 barridos en modo de transmision. Ademas, el andlisis
de los nuevos materiales se realizé mediante técnica de reflectancia total atenuada

(ATR, por sus siglas en inglés) usando un cristal de diamante.

3.2.3.3 Analisis por resonancia magnética nuclear

El espectro de resonancia magnética nuclear en estado sélido (13C-CPMAS-NMR)
de P(3HB-g-HEAAmM) y P(3HB) se realizé a 75 MHz en un espectrometro Bruker
Avance Il 300 MHz. Se necesitaron aproximadamente 150 mg de cada muestra, las
cuales se introdujeron en un rotor de 7.5 mm. El tiempo de contacto se establecio

a2ms.

3.2.3.4 Analisis por difraccion de rayos X
El estudio de difraccién de rayos X se llevé a cabo en un difractdmetro Rigaku Ultima
IV que opera a 40 KV y 30 mA, y con una longitud de onda de radiacion CuKa de

A=1,5406 A. Los datos del difractémetro se recogieron de 10 a 33° en una escala de

20 con un detector de estado sélido D/teX-ULTRA con una rapidez de 10 °/min y
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un muestreo de 0.02 s. Para el analisis del espectro, se utilizé la version 2.0.3.0. del
software PDXL2V.

3.2.3.5 Estudio morfolégico

La morfologia de los polimeros P(3HB-g-HEAAmM) y el P(3HB) se estudid por
microscopia electronica de barrido. Los materiales fueron previamente recubiertos
con oro para su analisis. Se estudid la superficie de los productos con un

microscopio electrénico JEOL FE7800F que trabaja a 15 kV.
3.2.3.6 Estudio de hinchamiento de los copolimeros por injerto

El estudio de hinchamiento se realiza sumergiendo una membrana previamente
preparada de los polimeros en agua destilada por intervalos de tiempo definidos, en
que se saca la membrana del liquido, se seca y se pesa. Se continua el
procedimiento hasta que Ila membrana mantenga un peso constante.

Posteriormente se calcula el grado de hinchamiento.

m—mo
S(%) = (m—) * 100 (Ecuaciéon 3)

Donde S es el grado de hinchamiento, mo es la masa del polimero inicial y m es la
masa del polimero hinchado. Las membranas utilizadas se prepararon a través del
meétodo térmico, que consiste ejercer una presion de 5 MPa durante 15 minutos

sobre el polimero a una temperatura cercana a su punto de fusion.
3.2.3.7 Estudio calorimétrico

Para el analisis calorimétrico del P(3HB-g-HEAAmM) y el P(3HB) se utilizd la técnica
termogravimétrica con un equipo Mettler TA 4000, a una rapidez de calentamiento
de 20 °C/min. El intervalo de temperaturas fue entre 50 y 600 ° C y la masa de las

muestras entre 6-14 mg. Los analisis se realizan en presencia de oxigeno.
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Posteriormente, en el estudio del efecto del solvente se utilizo en el analisis
calorimétrico un equipo Q500 TA Instruments, a una rapidez de calentamiento de
10 °C/min, utilizando el mismo intervalo de temperatura y peso de las muestras.

Las propiedades térmicas de los materiales obtenidos en el estudio del efecto del
solvente en la polimerizacion de injerto del HEAAm en el P(3HB) fueron también
investigadas por DSC, en un equipo TA Instrument 2920, en atmdsfera de nitrégeno.
En los experimentos de DSC, primeramente, la muestra se calenté de -30 °C a 180
° C (primer calentamiento de barrido), a una rapidez de calentamiento de 10 °C/min,
y se mantuvo por algunos minutos a 180 °C. Luego de eliminar la historia térmica
del material, se repitio el procedimiento, se calenté de -30 °C a 180 °C, a una rapidez
de calentamiento de 10 °C/min (segundo calentamiento de barrido). Las
temperaturas de transicidn y las entalpias se determinaron de los picos exotérmicos

y endotérmicos en la segunda corrida.
3.2.3.8 Estudio de la cristalinidad
Por DFRX

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

define como la relacién entre las areas para los difractogramas normalizados:

A —(A
X, = [( reatotal,) ( reaamorfa)] (Ecuacion 4)
(Areatotal)

Todas las muestras se dejaron reposar como minimo quince dias, tiempo al cual se

obtiene la maxima cristalizacion de estos materiales.
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Por FTIR

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

y cristalino y la banda a 1382 cm-' |la cual es insensible a estos cambios.

A A -
A(PHB) = — Y& _ [1382cm (Ecuacién 5)
AyC—O—C 1‘11185¢3m—1

Entonces, se define el indice de cristalinidad como el cociente entre las intensidades
(absorbancia) de las bandas 1382 cm™ y 1185 cm™ en el espectro FTIR de
absorbancia normalizada. Este indice de cristalinidad no es una medida absoluta

del grado de cristalinidad, pero es un dato util desde el punto de vista comparativo.

Otro criterio que se sigui6 para la determinacion cualitativa de la cristalinidad de los
materiales poliméricos estudiados es el criterio de cristalinidad (CC), el cual se

define como la relacion entre el valor de la absorbancia a 1722 cm'y 1740 cm-'.

_ A1722cm1

cc (Ecuacioén 6)

A1740 cm~1
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4. Analisis de resultados

La Figura 4 muestra las estructuras del poli(3-hidroxibutirato) y la N-hidroxietil
acrilamida. Como se puede observar la estructura del P(3HB) no presenta grupos
funcionales hidrofilicos importantes, solo cuenta con un grupo carbonilo (polar e
hidréfilo moderado), un grupo metileno (CHz2), un grupo metilo (CHs) sustituyendo a
un grupo metino (CH) y un atomo de oxigeno de éster, ya que por la repeticién de
las cadenas esta ligado al carbonilo. Por esta razén este polimero es un poliéster,
el cual es biodegradable, biocompatible, y con un porcentaje de cristalinidad de

aproximadamente 65%.

Hj

olllle)

Ao

N
H
Figura 4: Estructuras de (A) poli(3-hidroxibutirato) y (B) N-hidroxietil acrilamida.

Se conoce de estudios previos la quimica de radiaciones del P(3HB), es decir qué
radicales se forman cuando se expone el biopolimero a las radiaciones'. Los
grupos metino y metileno son susceptibles a la formacion de radicales libres, los
cuales reaccionan posteriormente con el mondémero para formar el copolimero por
injerto (en forma de peine). Posteriormente se propondra un mecanismo de reaccion
de la formacion del copolimero basado en las evidencias experimentales y en la
literatura8.
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Por otra parte, el monomero N-hidroxietil acrilamida contiene un grupo hidroxilo, un
grupo amino; de amina secundaria, un grupo carbonilo y un enlace doble. Este
ultimo es esencial ya que en la reaccion de polimerizacion radicalica participa en la
reaccion de adicion electrofilica con los radicales del P(3HB) irradiado para formar

el injerto.

Este trabajo se refiere a un copolimero P(3HB-g-HEAAm) utilizando la letra g de
“graft” (injerto, por su nombre en inglés) entre el polimero P(3HB) y el mondmero
injertado (HEAAm).

Un parametro importante precisamente es el grado de injerto. Este se determiné a
través del calculo del incremento del peso del polimero antes y después del injerto
(ver ecuacién 1). Este calculo tiene la desventaja de que solo indica el incremento
en masa del material, pero no proporciona datos sobre los sitios de injerto en el
P(3HB) y la longitud de cadena del mondémero injertado en forma de homopolimero
(PHEAAm). El homopolimero y el mondmero que no reacciono con el P(3HB) es
eliminado a través de la purificacién utilizando un Soxhlet de manera que se puede
realizar el analisis al copolimero por injerto solamente. El P(3HB) que no reaccion6
se elimin6 de la mezcla de injertos a través de lavados con cloroformo, ya que el
P(3HB) es soluble en este disolvente, mientras que el copolimero es insoluble en el

mismo.

La Figura 5 muestra el grafico de grado de injerto (W (%)) de los diferentes
materiales. Los valores promedio obtenidos fueron P1M2 (81.83%), P1M2S1
(60.81%), P1M2S2 (79.3%), P1M2S3 (83.06%), P1M2S4 (63.57%), P1M2S5
(81.43%), P1M2S6 (75.2%). Se conoce que el disolvente es un factor que afecta la
reaccion de polimerizacion por injerto inducido por radiaciones. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas (prueba estadistica ANOVA) en la
determinacion de W (%) entre P1M2, P1M2S2, P1M2S3, P1M2S5 y P1M2S6, ni
entre P1M2S1 y P1M2S4. Estos ultimos disolventes (S1 y S4) fueron menos

favorecidos en la reaccion, mientras que el acetato de etilo (S3) fue el disolvente
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que tuvo mayor grado de injerto, lo que estd en concordancia con estudios
anteriores de otros mondmeros que se han injertado en este polimero utilizando el

mismo método™®.

Gradode injerto [%]

P1M2  P1M2S51 P1M252 P1M253 P1M254 P1M255 P1M2S6

Muestra

Figura 5: Determinacion del grado de injerto W (%) de los copolimeros de P(3HB).

La Figura 5 muestra los espectros Raman del P(3HB) y los copolimeros P1M2,
P1M2S1, P1M2S2, P1IM2S3, P1M2S4, P1M2S5, y P1M2S6 respectivamente, en la
region 3100—100 cm-', divididos en 4 regiones (3100—2800 cm-', 1850—1600 cm™",
1600—700 cm', y 800—100 cm-") para una mejor comprension de los cambios entre

el polimero original y los productos obtenidos.
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Figura 6: (A) Espectros Raman del P(3HB) y los copolimeros por injerto P(3HB-g-HEAAm) en la
regién de 3100—2800 cm', (B) Espectros Raman en la regiéon 1850—1600 cm?, (C) Espectros

Raman en la regién 1600—700 cm y (D) Espectros Raman en la regién 800—100 cm-'.

La primera evidencia de injerto fue la determinacion del grado de injerto. Ahora se
realizara el analisis por diferentes técnicas para demostrar la formacion del nuevo
material (copolimero por injerto). La Figura 6 A, muestra las variaciones en las
bandas 3000, 2972, 2930 y 2875 cm', respectivamente, como una evidencia del
injerto y de la variacién de la estructura con el uso de diferentes disolventes en la
reaccion. En especial la banda a 3000 cm', es considerada una banda importante
para la determinacion de puentes de hidrégeno CHeO=C, que definen la
cristalinidad del biopolimero lo que podemos afirmar por las variaciones de esta
banda que la estructura helicoidal del P(3HB) se ha visto distorsionada por el injerto
y por tanto se espera que el grado de cristalinidad de los copolimeros sea menor
que el del material de partida, lo cual se analizara posteriormente por FTIR y
DFRX?0.
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La Figura 6 B muestra una segunda evidencia de formacion del copolimero con la
banda a 1648 cm', que la cual no se encuentra en el P(3HB) y corresponde a la
vibracién de estiramiento del grupo carbonilo (amida | de PHEAAm). La senal
muestra diferentes intensidades para cada tipo de material obtenido, siendo
P1M2S2 quien tiene la sefial mas intensa. En la misma figura se observa la sefal
a 1726 cm™, que corresponde a la vibracién de estiramiento de carbonilo de éster?®.
El resto de las sefales del espectro Raman (Figuras 6 C y 6 D), también mostraron
diferencias en intensidades en cada muestra, pero no revelaron nuevas bandas
como evidencia de injerto. Se esperaba una banda de vibracién de doblaje N—H
alrededor de 1558 cm™", la cual se mostré con muy poca intensidad y la banda ancha
alrededor de los 3300 cm™', correspondiente a las vibraciones de valencia de N—H
y O—H si aparecieron (no se muestran en el grafico). La espectroscopia Raman nos

ayudo a corroborar la sintesis.

Figura 7: Espectros FTIR del P(3HB) y los copolimeros por injerto P(3HB-g-HEAAm).
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Por su parte la espectroscopia FTIR nos mostré un comportamiento similar, solo
que las bandas que se buscaban como evidencia de injerto fueron mas intensas. La
Figura 7 A muestra la vibracion de estiramiento del grupo carbonilo (amida de la
PHEAAmM) en 1644 cm™. También se observan las variaciones entre las
intensidades de las bandas en 1722 cm'y 1740 cm', la cual sera de utilidad para
la determinacion del estudio de cristalinidad del material. Se pudo observar con
mayor claridad nuevas bandas a 3089 cm-!, y 3291 cm™', correspondientes a las
vibraciones de valencia de N—H y O—H y la banda 1549 cm', de la vibracion de
doblaje N—H de PHEAAm (Figuras 7 B y 7 C). Por ultimo, se observa que los
copolimeros no presentan la banda a 1099 cm-', la cual es caracteristica de la
vibracion de estiramiento antisimétrico de éster (vas (C—O—C)) del P(3HB), lo que

indica una mayor rigidez en las cadenas del copolimero?'.

El estudio por infrarrojo no solo se realizé para corroborar las bandas que no se
observaron con claridad en la espectroscopia Raman y eran las evidencias que se
buscaban de injerto del PHEAAm en el P(3HB) sino también para realizar el estudio

de cristalinidad del material.

Este estudio se llevd a cabo a partir de las Ecuaciones 4 y 5, y se determiné el grado
de cristalinidad relativa a través de la determinacion del indice de cristalinidad y del

criterio de cristalinidad (Ac y CC respectivamente) (ver Tabla 2).

Tabla 2: Analisis cualitativo y cuantitativo del grado de cristalinidad de los copolimeros.

P(3HB) P1M2 P1M2S1 P1M2S2 P1M2S3 P1M2S4 P1M2S5 P1M2S6
%A 62.00 32.00 41.00 37.00 38.00 34.50 37.40 43.50
CcC 2.47 1.15 1.63 1.47 1.52 1.34 1.49 1.73
%X 65.00 36.70 18.40 29.00 5.40 11.60 23.00 34.00

Como se puede observar en la Tabla 2, los valores de indice de cristalinidad y del

criterio de cristalinidad de los productos disminuyeron con relacién al material de
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partida, lo que indica que el copolimero es mas amorfo, es decir, menos cristalino
que el P(3HB).

Para obtener un criterio cuantitativo y absoluto de la cristalinidad de los materiales
utilizamos la técnica de Difraccion de rayos X y la ecuacién 3. Los porcentajes de
cristalinidad, %X, obtenidos se muestran en la Tabla 2 y los patrones de difraccién
en la Figura 8. Se observa que los copolimeros muestran una reduccién
considerable en los maximos de difraccion (110), (101), (121) con respecto al
P(3HB). La muestra con mayor reduccién en la cristalinidad fue P1M2S3 (5.4%)
correspondiente al acetato de etilo (S3), lo que esta en concordancia con la

obtencion de un mayor grado de injerto.

Figura 8: Patrones de difraccién de rayos X del P(3HB) y los copolimeros.

Hasta el momento las evidencias experimentales indican que se obtuvo con éxito el
copolimero. Sin embargo, se realizaron otros estudios para conocer mejor las

propiedades fisicoquimicas del material y su estructura.
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Figura 9: Espectro 3C-CPMAS-NMR (RMN sélido) del P(3HB) y P(3HB-g-HEAAM).

La Figura 9 muestra los espectros de resonancia magnética nuclear de solidos del
P(3HB) y del copolimero, P(3HB-g-HEAAm), especificamente la muestra P1M2.
La resonancia se llevd a cabo para buscar evidencias de injerto. Se encontraron
cinco nuevas sefales en el espectro de P1M2 con respecto al P(3HB), en 176,
162, 115, 119, y 83.96 ppm, respectivamente. La sefal en 162 ppm se asigno al
grupo carbonilo de la amida de la PHEAAm injertada y la sehal en 176 ppm
corresponde al grupo carbonilo del P(3HB) injertado. La sefal del carbonilo del
P(3HB) en 169 ppm, presente en el espectro del copolimero indica que hay una
pequena cantidad de P(3HB) sin injertar que no se pudo eliminar de la mezcla de

injertos, probablemente este polimero se encuentre entrecruzado o reticulado.

El resto de las sefiales que se observan en el espectro son las sefales
caracteristicas del poli(3-hidroxibutirato) (CHs (21 ppm), CH2 (42 ppm), CH (68

ppm))%.
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El espectro también sirvié para descartar la presencia de mondémero en la muestra
purificada, ya que las sefales del mondémero corresponden a 126 y 130 ppm, y

dichas sefales no se encuentran en el espectro.

Por su parte las sefiales en 115 y 119 ppm se atribuyeron a la formacion de
carbonos cuaternarios sustituidos, mientras que la sefal a 83.96 ppm se asigno a
nuevos carbonos metinicos o carbonos terciarios que se forman como
consecuencia del injerto. El resultado obtenido es de mucha utilidad para poder

proponer un mecanismo de reaccion de los nuevos materiales obtenidos?22.

~ 7 lekl o, BEs

Figura 10: Imagen del P(3HB) vista con un microscopio electrénico de barrido.
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Sk

Figura 11: Imagen del P(3HB-g-HEAAm) vista con un microscopio electrénico de barrido.

Las Figuras 10 y 11 muestran las imagenes obtenidas por SEM del P(3HB) y del
copolimero, respectivamente. Como se puede observar, la superficie del P(3HB) es
completamente lisa, pero luego del injerto la superficie del biopolimero se torna

rugosa. Esta ultima morfologia es caracteristica de polimeros injertados por

polimerizacion radio-inducida?*.

8
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" e PIM2
~+ P1M2SH1
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Figura 12: Estudio de hinchamiento realizado en el P(3HB) y los copolimeros por injerto.
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La Figura 12 muestra los resultados del estudio de hinchamiento del P(3HB) y los
copolimeros por injerto. Como se puede observar, tanto el P(3HB) como los
productos incrementaron su humectabilidad aproximadamente a los 15-17 min de
iniciar el proceso de hinchamiento. A partir de los 25-30 min el S (%) permanecid
constante, lo que indica que los polimeros se hincharon completamente en agua. El
valor obtenido para el hinchamiento en los copolimeros fue superior en todos los
casos al del P(3HB) indicando que estos materiales son mas hidrofilicos que el
material de partida. Algunos disolventes favorecen un poco mas que otros los
valores de S (%) en los copolimeros, por ejemplo, se obtiene un mayor grado de
humectabilidad si se utiliza S2 que en ausencia de disolvente. Sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los diferentes disolventes utilizados, ya
que los valores de S (%) oscilaron entre 4.9-6.8 %, que son valores relativamente
pequenos. Este resultado se debe a que el disolvente no tuvo mucha influencia en

el grado de injerto del material (Tabla 3).

Tabla 3: Porcentaje de hinchamiento (S (%)) y grado de injerto (W (%)) para el P(3HB) y los
copolimeros obtenidos. Los resultados son reportados como la media * la desviacion estandar para

cuatro experimentos realizados por separado.

Muestra W (%) S (%)
P(3HB) 0+0 24+04
P1M2 81.8+1 52+04
P1M2S1 60.8 £ 1 6.3+£04
P1M2S2 79.3+1 6.6+0.4
P1M2S3 83.1+1 49+04
P1M2S4 63.6 £ 1 56+0.4
P1M2S5 814 +1 6.7+0.4
P1M2S6 75.2+ 1 6.8+0.4

Las evidencias experimentales obtenidas por técnicas espectroscopicas y los
estudios morfolégicos concuerdan con la obtenciéon del copolimero por injerto

P(3HB-g-HEAAmM) con una estructura bien definida. Sin embargo, aun conocemos
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muy poco sobre las propiedades termodinamicas del material. Por esa razon se
decidio realizar el estudio por analisis termogravimétrico (TGA), derivada del TGA
(DTGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC).
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Figura 13: TGA y DTGA del P(3HB).
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Figura 14: TGA y DTGA de la muestra P1M2.
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Figura 15: TGA y DTGA de la muestra P1M2S1.
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Figura 16: TGA y DTGA de la muestra P1M2S2.
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Figura 18: TGA y DTGA de la muestra P1M2S54.
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Figura 19: TGA y DTGA de la muestra P1M2S5.
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Figura 20: TGA y DTGA de la muestra P1M2S6.
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Figura 22: DSC de la muestra P1M2.
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Figura 24: DSC de la muestra P1M2S2.
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Figura 28: DSC de la muestra P1M2S6.
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Tabla 4: Datos de las propiedades termodinamicas obtenidas del TGA y DSC de los copolimeros.

Donde: T4 (°C) - Temperatura de descomposicion obtenida de la DTGA; AHn, (J/9) - Entalpia de

fusion; Tm (°C) - Temperatura de fusion; T; (°C) - Temperatura de cristalizacion; AH. (J/g) - Entalpia

de cristalizacion; Ty (°C) - Temperatura de transicion vitrea.

Muestra Ta(°C) AHum (J/9) Tm (°C) AH. (J/g) Tc (°C) T, (°C)
P(3HB) 245 109 160 104 115.6 5
PIM2 252,280,414  6.1,6.9 162, 169 8.79 93.06 57.6
PIM2S1 228, 377 142, 166 121, 221 107, 157 121, 223 68.5
P1M2S2 248, 281, 415 9.1 162, 168 5.18 91 59.4
P1M2S3 249, 284, 412 5.7 161.5 8.26 89 26
P1M2S4 268, 293, 384 4.7 162, 170 5.26 96 52.3
P1M2S5 248, 282, 411 14.8 156, 169 11.07 95.6 15
P1M2S6 251, 289, 401 9.5 160, 167 18.84 86 22

En la Tabla 4 se muestra el resumen de los datos de las propiedades
termodinamicas extraidas de las Figuras 13-28. Los estudios por analisis
termogravimétrico y sus derivadas (Figuras 13-20) indican que el P(3HB) presenta
un solo paso (salto) en la curva de pérdida de peso (Figura 13), mientras que los
productos presentan un termograma caracteristico de copolimero por injerto con
tres saltos correspondientes a la descomposicion del nuevo material. La primera
descomposicion corresponde al P(3HB), la segunda a los grupos hidroxietilo de
(PHEAAm) y la tercera descomposicién corresponde a la cadena carbonada de
poliacrilamida?®. En el caso de P1M2S1 se observa que presenta dos pasos en la
descomposicidn lo que sugiere una mayor distorsion en el material, es decir hubo
un mayor numero de atomos de P(3HB) que se han injertado y las cadenas de
homopolimeros injertados es mas corta comparado con los demas materiales, lo
que la contribucion de la descomposicidn de poliacrilamida esta integrada con la

descomposicion de los grupos hidroxietilo.
El analisis del diferencial gravimétrico define la temperatura maxima de la rapidez

maxima de descomposicion de estos tres pasos. Como se puede observar, la Td1

de P(3HB) se incrementa al injertarse a valores entre 258—-268 °C. Los valores de
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Ta2 y Tas, oscilan entre 282 y 410 °C respectivamente. Estos valores son superiores
a los valores de Tq4reportados en la literatura para el PHEAAmM?® (249 °C; 352 °C).

Por su parte, las Figuras 21-28, muestran la calorimetria diferencial de barrido de
los materiales obtenidos. La Tabla 4 resume las entalpias de fusién, temperaturas
de fusion, entalpias de cristalizacion, temperaturas de cristalizacion y temperaturas
de transicion vitrea de los mismos. En términos generales se observa una
disminucién de estos valores en los copolimeros con respecto al P(3HB), excepto

para la temperatura de transicién vitrea, la cual incrementd su valor.

Se observaron picos de desdoblamiento en la temperatura y entalpia de fusién de
los copolimeros por injerto obtenidos los cuales son probablemente causados por
recristalizacion del copolimero. Es decir, la introduccion de HEAAm en el P(3HB)
dificulta su cristalizacion disminuyendo el grado de cristalinidad del material, lo que
es consistente con los estudios realizados anteriormente sobre la cristalinidad de

estos materiales.

Por ultimo, el incremento de la temperatura de transicion vitrea es una fuerte
evidencia de la formacion del injerto, ya que la Tg del PHEAAmM es de
aproximadamente 100 °C, y la T4 del P(3HB) es de 5 °C. Sin embargo, los valores
de T4 obtenidos para los nuevos materiales P(3HB-g-HEAAmM) oscilan entre 14—68
°C. Estos valores son de mucha utilidad para la aplicacion de estos materiales. De
momento conocemos que son materiales semicristalinos y termoplasticos con

potencial aplicacion biotecnolégica.

Con los datos experimentales obtenidos, nos encontramos en condiciones de
plantear el mecanismo de la reaccion del copolimero por injerto inducido por
radiaciones de alta energia P(3HB-g-HEAAm). Para esto, vamos a establecer un
medio ideal en ausencia de disolvente. El mecanismo de la polimerizacion por injerto
radio-inducido, conlleva los pasos de iniciacion, propagacion y terminacion
caracteristicos de polimerizacién por radicales libres. En una primera etapa de

iniciacién las radiaciones gamma inciden sobre el P(3HB) para formar los radicales

46



libres que se muestran en la estructura 1, correspondiente a los radicales de los
carbonos metinicos y metilénicos del P(3HB) obtenidos por abstraccion del
hidrogeno por accion de las radiaciones gamma. Por su parte, el mondmero también
es afectado por las radiaciones para formar cuatro posibles radicales libres. Estos
radicales pueden reaccionar con la estructura 1, por acoplamiento radicalico para
formar la estructura 2, que son radicales libres poliméricos intermedios (reacciones

de propagacion), los cuales continuan el proceso de polimerizacion.

Ademas, tanto los radicales libres como el doble enlace del HEAAmM pueden
abstraer protones de otros monémeros o recombinarse para formar homopolimeros
(PHEAAm), los cuales se representan en la Figura 29 como estructura 3, y

denominaremos “homopolimeros radicalicos” (radicales libres homopoliméricos).

Las cadenas de injerto creciente obtenidas en la estructura 2 reaccionan con las
cadenas de homopolimerizacién creciente, para formar el copolimero por injerto
(reaccién de terminacidn) por acoplamiento radicalico (estructuras 4 y 5). De
acuerdo con las evidencias experimentales obtenidas la reaccion de injerto puede

ocurrir por los carbonos metinicos y metilénicos del P(3HB).
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Figura 29: Propuesta del mecanismo de reaccién de la HEAAm con P(3HB) por polimerizacién de

injerto radio-inducido.
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Ahora que ya conocemos las caracteristicas fisicoquimicas de los nuevos
copolimeros por injerto estamos en condiciones de sondear posibles aplicaciones
biotecnolégicas. Una de las aplicaciones que ha despertado un creciente interés de
los cientificos en la actualidad es la preparacion de andamios tridimensionales para
ingenieria de tejidos. Se utilizara el material obtenido para la sintesis de un material

con estas caracteristicas.

Se propone el mecanismo por el cual se obtiene el poliuretanoato. Primero se utiliza
una resina a base de disocianato, que se mezcla con un endurecedor (poliol) que
en este caso es a base de polietilenglicol (PEG). En este paso del mecanismo el
PEG se combina con el 1,4-butano diisocianato (BDI) para dar como resultado una
especie idnica intermediaria (molécula i en Figura 30). En esta etapa el hidrégeno
del PEG es abstraido por el atomo de nitrégeno del BDI para para formar la especie
ii, la cual se recombina con otro BDI para generar un prepolimero intermediario que
contiene dos grupos isocianato en cada extremo (especie iii). El siguiente paso del
mecanismo ocurre cuando el prepolimero reacciona con el copolimero por injerto
P(3HB-g-HEAAmM) que actua como extensor de cadena para formar el grupo
uretano. El prepolimero también puede reaccionar con el 1,4-butanodiol (iv) para
formar uretanos de cadena lineal, mientras que el copolimero (v) forma uretanos
con cadena rigida (vi). La Figura 30 muestra al final de la reaccidn una posible

estructura de la poliurea.
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Figura 30: Propuesta del mecanismo de reaccion del poliuretano obtenido con el copolimero por
injerto P(3HB-g-HEAAm).
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Figura 31: FTIR del poliuretano obtenido a partir del copolimero por injerto P(3HB-g-HEAAm).

Tabla 5: Principales sefiales del espectro infrarrojo del poliuretano obtenido.

Pico (cm™) Asignacion
3185—3500 (intensidad baja) Tension N—H
2937, 2977 Estiramiento CH3, CHa
1724 Estiramiento carbonilo de éster y uretano
1459 N—H de uretano
1378 C—-O—C (éster)
1282 C—-0O—-C (éster)
1221 C—-O—C (éster)
1181 C—0O—C (éster)
1126 C—-O—C (éster)
1095 C—-N
1049 C—-O—C (éster)
976 C—0O—C (éster)
624 N—H doblaje fuera del plano
2275—-2250 (baja intensidad) N=C=0
1571, 1619 N—H de uretano
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La Figura 31 y la Tabla 5 muestran el espectro infrarrojo y las principales
asignaciones de las sefnales del mismo. Como se puede observar, la sefial en 3323
cm-', corresponde a la vibracion de tension de grupo N—H. Por otra parte, la sefiales
a 2937 y 2977 cm™', son identificadas como la vibracion de estiramiento de los
grupos metilicos y metilénicos del material compuesto. La sefial a 1724 cm! es del
estiramiento del grupo carbonilo, mientras que la sefial a 1459 cm™' se asigno a
estiramiento N—H de uretano. También se detectaron las sefiales en 624 cm™ (N—H
doblaje fuera del plano), 2275—-2250 cm™' (grupo N=C=0), en 1571 y 1619 cm""
(estiramiento N—H de uretano), y en 1095 cm-! que corresponde a la vibracion de
valencia del grupo C—N, que son una prueba irrefutable de que se formd el
poliuretanoato. Multiples sefiales en el rango de 976—1378 cm', se muestran en la
Tabla 5 y son asignadas a vibraciones de los grupos ésteres (C—0O—C) del P(3HB)

reticulado.

Figura 32: Fotografia de los andamios obtenidos a partir del poliuretano sintetizado.

La Figura 32 muestra una fotografia de los andamios que se obtuvieron a partir del
poliuretanoato. Los andamios tienen un aspecto cilindrico, con un diametro de 5
mm, y una altura de 3 mm aproximadamente. El peso promedio de los andamios

esta alrededor de los 35015 mg y el grado de porosidad fue de 755 %. El modulo
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de compresion y la tension en la carga maxima fueron de 22+3 y 310.5 MPa
respectivamente, lo que indica que los materiales no son muy resistentes. Este
resultado se debe a que el grado de porosidad del material es muy elevado. La
microscopia electronica de barrido nos ayudd a caracterizar la superficie de los
andamios (Figura 33). Se observa que la superficie del material es rugosa y porosa,
con una elevada interconectividad. La porosidad en la superficie se encuentra en el
rango de 1-10 ym. Sin embargo, es necesario realizar estudios mas rigurosos como
micrografia computarizada y Brunauer—Emmett—Teller (BET) para poder hacer una
determinacion mas acertada de la porosidad de la superficie. No obstante, por las
caracteristicas del material, y la porosidad que se observa por SEM, asi como sus
propiedades mecanicas, el material compuesto obtenido es un buen candidato para

aplicaciones en ingenieria de tejidos.

Figura 33: Micrografia del poliuretano obtenido.
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5. Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos por las técnicas espectroscopicas y los
estudios morfolégicos, se puede concluir que se realizé la sintesis del
copolimero P(3HB-g-HEAAmM) por el método de copolimerizacion por injerto

inducido por radiaciones gamma.

Se estudio el efecto del disolvente en la sintesis y se encontré que el acetato
de etilo fue el solvente mas adecuado, ya que con éste se obtuvo el mayor

grado de injerto.

Con la informacion obtenida a partir de las pruebas de caracterizacion se
pudo proponer el mecanismo de reaccién para la obtencion del copolimero
P(3HB-g-HEAAM).

Se sintetizé el poliuretano del copolimero utilizando una resina hidroxilada y

poliisocianato, esto fue comprobado por medio de espectroscopia FTIR.

Se propuso el mecanismo de reaccion para la obtencion del poliuretano.

Se caracterizé por microscopia electronica de barrido la superficie de los
andamios obtenidos y se observd un alto grado de porosidad,
interconectividad y propiedades mecanicas y quimicas adecuadas para uso
bioldgico, lo que les confiere potencial aplicacion en ingenieria de tejidos en

el crecimiento y proliferacion celular para regeneracion tisular.
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