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RESUMEN

Los materiales que se utilizan en la vida cotidiana tienen un gran impacto en
el desarrollo de la sociedad humana. En la época actual, los polimeros dominan en
gran parte nuestras necesidades diarias y muestran un enorme potencial para el
desarrollo de nuevas tecnologias. Numerosos materiales de la vida diaria, estan
hechos preferentemente de materiales poliméricos estandar, tales como poliolefinas,
poliésteres o poliamidas. Asi mismo, la quimica de polimeros estd abocada a la
elaboracién de nuevos “polimeros funcionales™. Su desarrollo estd siendo cada vez

maés importante por la diversidad de areas especificas de aplicacion.

Al iniciar el trabajo de Tesis, se propuso llevar a cabo la preparacién de
materiales poliméricos hidrofilicos con grupos funcionales especificos principalmente
en sus estructuras. Ademas, realizar los estudios fisico-quimicos y de estructura-

propiedad para los ensayos de las aplicaciones, de acuerdo a sus caracteristicas.

En el Capitulo 1, se detallaron los objetivos planteados. Posteriormente, en el
Capitulo 2 correspondiente a la Introduccién General, se abordaron los temas maés
importantes relacionados con el trabajo. Se describieron las propiedades mas
importantes de las redes poliméricas, dando mayor énfasis a las de caracteristicas
expandibles. Ademés, se detallaron las técnicas mas cominmente usadas para su
preparacion y caracterizacién, como asi también de las principales aplicaciones.

En el Capitulo 3, se describe la sintesis de redes poliméricas entrecruzadas
utilizando acrilamida (AAm) y N, N'-metilen bisacrilamida (BIS) como agente
entrecruzante. Las reacciones de sintesis se llevaron a cabo bajo diferentes
condiciones. Los diferentes tipos de productos, “particulados” y en forma de
“barra”, fueron evaluados y modificados. En este caso, el objetivo fue obtener
grupos amino primarios en las redes para otorgar a la matriz la capacidad de
hinchamiento a diferentes pH y la posibilidad de retencién de iones metélicos. Los

hidrogeles resultaron de tipo homogéneos expandibles e hinchables en agua. La



retencién de Cu®* en ambos tipos de productos con grupos amino, resultd superior

a la de los hidrogeles no modificados. A su vez, los mayores valores de retencién de

Cu® resultaron superiores en los productos de tipo “barra”. La desventaja que
presentd la reaccion usada para la incorporacidn de grupos amino, fue la reaccién
de hidrdlisis secundaria producida. Para la préxima etapa, se propuso la preparacién
de hidrogeles a partir de mondmeros con grupos amino en su estructura.

El Capitulo 4, se centr6 en la sintesis, modificacion y estudio de las
propiedades de hidrogeles obtenidos a partir de 2-aminoetil metacrilato (AEMA) y
N-acriloil-tris  (hidroximetil) aminometano (NAT), usando BIS como agente
entrecruzante. Los productos fueron modificados por dos vias diferentes. Por un
lado, se incorporaron grupos epodxido, directamente sobre la matriz (mediante el
uso de dos agentes epoxidantes de diferente largo de cadena) para la posterior
inmovilizacién de la enzima lipasa Candida rugosa. Por otro lado, se realizaron
reacciones de injerto sobre la matriz, mediante la incorporacién de AEMA, con
posterior incorporacién de grupos epdxido para inmovilizar la enzima.
Posteriormente, la actividad hidrolitica de la enzima de las matrices resultantes se
determiné a partir de la hidrdlisis de palmitato de p-nitrofenilo (p-NPP). Los
mejores productos mantuvieron entre el 86,7 y el 89,5% de la actividad
correspondiente a la enzima soluble y libre. Los ensayos de estabilidad de
almacenamiento y reutilizacién permitieron indicar que varias de las matrices que
contienen la enzima inmovilizada, conservan la actividad con mayores valores de
porcentajes, en comparacién con la enzima libre.

De esta manera, se pudo realizar la comparacién en la eficiencia de la
actividad de la enzima cuando fue inmovilizada sobre grupos funcionales en la
superficie de la matriz con aquellas que contenian el mismo grupo funcional pero
formando parte de las cadenas poliméricas formadas a partir de reacciones de
injerto.

El Capitulo 5 contiene la descripcidn de la preparaciéon de hidrogeles en base
a N-[3-(dimetilamino) propil] metacrilamida (DMAPMD) con (i) diferentes

cantidades de agente entrecruzante (BIS) y (ii) co-polimerizado con N-[3-
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(dimetilamino)etil] metacrilato (DMAEMT), para la remocién de iones metélicos
divalentes (Cu?*¥, Pb?* Zn?* y Hg?**) desde soluciones acuosas. Los hidrogeles
resultaron homogéneos, expandibles e hinchables en agua. La retencidn de los iones
metalicos resultd especialmente efectiva y alta hacia Cu?* y Pb?*. Los valores de
coeficientes de correlacién, indicaron que los datos experimentales para Cu?*, Zn?*y
Pb2* ajustan al modelo de Langmuir, mientras que para Hg?*, ajustan al modelo de
Freundlich.

Finalmente, el Capitulo 6 describe la preparacidon de hidrogeles utilizando
DMAPMD, DMAEMT vy 1-vinilimidazol (VI) como mondémeros mono-vinilicos, y
BIS, como agente entrecruzante. Los productos resultaron homogéneos, expandibles
e hinchables en agua. Los estudios de propiedades mecénicas mostraron que la
incorporacién de VI aumentd la rigidez de los materiales. Los productos con Cu?*
adsorbido (polimero—metal), se usaron para ensayar la efectividad en la
descomposicion de H,0,. Dichos productos, fueron comparados con matrices
polimero—metal que contienen la enzima catalasa inmovilizada. En los casos en los
que se usaron los complejos polimero-metal, la descomposicion de perdxido de

hidrégeno fue efectiva.






ABSTRACT

The materials used every day in the life have a great impact on the
development of human society. At the present time, polymers largely dominate our
daily needs and show enormous potential for developing new technologies.
Numerous materials of daily living are preferably made of standard polymer
materials such as polyolefins, polyesters or polyamides. Also, polymer chemistry is
doomed to the development of new "functional polymers". Its development is
becoming increasingly important for the diversity of specific areas of application.

In this research, it was proposed to realize the preparation of hydrophilic
polymeric materials with specific functional groups in their structures. In addition,
the physicochemical and structural properties were analyzed for testing application
studies, according to their characteristics.

In the Chapter 1, the main objectives were detailed. Later, in Chapter 2,
corresponding to the General Introduction, the most important work-related issues
were addressed. The most important properties of the polymer networks are
described, giving greater emphasis to the expandable networks. In addition, the
most commonly used techniques for the preparation and characterization, as well as
the main applications, were detailed.

In Chapter 3, the synthesis of crosslinked polymer networks using acrylamide
(AAm) and N, N'-methylene bisacrylamide (BIS) as crosslinking agent was described.
The synthesis reactions were carried out under different conditions. Different types
of products ("particulates" and in a "rod form") were evaluated and modified. In this
case, the objective was to obtain primary amino groups in the networks to give the
matrix swelling capacity at different pH and the possibility to retain metal ions. The
hydrogels were homogeneous, expansible and swellable in water. Retention of Cu?*
in both types of products with amino groups was higher than those unmodified. In
turn, higher retention values of Cu?* were higher in rod type products. The

disadvantage presented by the reaction used to incorporate amino groups, was



caused by hydrolysis, as secondary reaction. For the next stage, the preparation of
hydrogels from monomers with amino groups in their structure was proposed.

Chapter 4 is focused on the synthesis, modification and study of the
properties of hydrogels obtained from 2-aminoethyl methacrylate (AEMA) and N-
acryloyl-tris (hydroxymethyl) aminomethane (NAT), using BIS as crosslinking agent.
The products were modified in two different ways. On one hand, epoxy groups
were incorporated directly into the matrix (using two epoxidizing agents with
different long chain) for subsequent immobilization of Candida rugosa lipase
enzyme. Furthermore, grafting reactions were performed on the matrix by
incorporating  AEMA, with subsequent incorporation of epoxide groups to
immobilize the enzyme. Subsequently, the hydrolytic activity of the enzyme-
containing matrices was determined from the hydrolysis of p-nitrophenyl palmitate
(p-NPP). The best product kept values between 86.7 and 89.5% of the activity
respect to the amount of the soluble and free enzyme. The storage stability and
reuse tests allowed indicate that several of the enzyme-containing matrices retained
activity percentages higher values compared to the free enzyme.

Thus, it was possible to compare the efficiency of the enzyme activity when it
was immobilized on functional groups on the surface of the network with those
containing the same functional group but forming part of the polymer chains from
grafting.

Chapter 5 contains a description of the preparation of hydrogels based on N-
[3- (dimethylamino) propyl] methacrylamide (DMAPMD) with (i) varying amounts
of crosslinking agent (BIS) and (ii) co-polymerized with N- [3- (dimethylamino)
ethyl] methacrylate (DMAEMT), for the removal of divalent metal ions (Cu?*, Pb?*,
Zn** and Hg?**) from aqueous solutions. The hydrogels were homogeneous,
expansible and swellable in water. Retention of metal ions was particularly effective
and high to Cu?* and Pb?*. The values of coefficients of correlation indicated that
the experimental data for Cu?*, Zn?** and Pb?* resulted in accordance with the
Langmuir model, while in accordance with the Freundlich model for Hg?*.

Finally, Chapter 6 describes the preparation of hydrogels using DMAPMD,



DMAEMT and 1-vinylimidazole (VI) as mono-vinyl monomers and BIS as
crosslinking agent. The products were homogeneous, expansible and swellable in
water. Mechanical properties studies showed that incorporation of VI increased the
stiffness of the materials. Polymer-metal (Cu?*) products were used to test the
effectiveness of the decomposition of H,0,. These products were compared to
polymer-metal matrices containing immobilized catalase. In the cases where the
polymer-metal complexes were used, the decomposition of hydrogen peroxide

resulted effective.
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¢: funcionalidad del agente entrecruzante
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CAPITULO 1

OBJETIVOS DEL TRABAJO DE TESIS

Actualmente, los materiales poliméricos dominan en gran parte nuestras
necesidades diarias de desarrollo y muestran un enorme potencial para el progreso
de nuevas tecnologias.

Los materiales hidrofilicos entrecruzados funcionalizados capaces de absorber
grandes cantidades de agua han sido muy promisorios en su utilidad en diversas
aplicaciones.

Los materiales poliméricos funcionalizados pueden ser obtenidos en forma de
membranas, micro-particulas, barras, micro-esferas, entre otras. Su aprovechamiento
en diversas areas de la ciencia y la tecnologia, es consecuencia de la relacién entre la
estructura y las propiedades que presentan. Es por ello, el gran interés en desarrollar
esta area, tanto en sus aspectos béasicos, como aplicados. Para la mayoria de las
aplicaciones, el hinchamiento, el proceso de difusién y la composicion de la red
polimérica son muy importantes, porque determinan el funcionamiento o
comportamiento de la red y su relacién con el medio.

Por lo expuesto anteriormente, en este trabajo de Tesis se plantearon los

siguientes objetivos generales y particulares.

1.1. OBJETIVOS GENERALES

Los Objetivos Generales del trabajo de Tesis se basaron en la preparacion de

materiales poliméricos hidrofilicos con grupos funcionales especificos en sus
estructuras. Ademads, se planted la necesidad de llevar a cabo diversos estudios para
poder analizar y relacionar la estructura de los productos con sus propiedades. Por
otro lado, se propuso realizar ensayos de algunas aplicaciones. Principalmente para

ello, se proyecté que los productos tuviesen las caracteristicas apropiadas para ser
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utilizados en aplicaciones concretas, como acomplejantes de iones metélicos, para la
descontaminacién de rios, efluentes, etc. y en la inmovilizacidbn de moléculas
bioldgicas, para su uso en catalisis.

La busqueda de propiedades mecéanicas 6ptimas, fue de gran importancia
debido a que, la reutilizacién de estos sistemas poliméricos es fundamental para su
relevancia en las dreas mencionadas. Para lograr el objetivo del trabajo, se planted
entonces la combinacién de numerosos monémeros, considerando las ventajas que

aportan cada uno de ellos.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los Objetivos Especificos planteados comprendieron:

-Llevar a cabo la preparacién de nuevos materiales poliméricos hidrofilicos
funcionalizados. Para ello, se propuso optimizar las condiciones experimentales para
la preparacién de dichos materiales, utilizando distintas estrategias de sintesis, o de
modificacién de los materiales de partida, segin las necesidades. Ademas, se planted
la combinacién de distintos mondémeros, considerando los grupos funcionales
presentes en su estructura, y la posibilidad de co-polimerizacién, para lograr

productos en los que la combinacién favorezca las propiedades finales.

-En cuanto a la modificacién de los materiales, se proyecté realizar reacciones
de injerto o “grafting” de mondmeros que confieran los grupos funcionales
especificos requeridos. Uno de los propésitos de esta estrategia, fue realizar estudios
de comparacién de los productos conteniendo los grupos funcionales en la red
polimérica, con aquellas conteniendo el mismo grupo funcional, pero formando

parte de las cadenas poliméricas injertadas.
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- Realizar los estudios de caracterizacién de los materiales, desde el punto de

vista fisico-quimico, reolégico, mecanico y morfoldgico, entre otros.

-Llevar a cabo el estudio y el anélisis de las propiedades de los materiales.

-Realizar ensayos de aplicacién de los materiales desarrollados, de acuerdo a
sus propiedades finales. Para ello, se propuso la utilizacién de los productos en las

siguientes areas:

v Para la descontaminacién (de rios, efluentes, entre otros), con aquellos
materiales con grupos funcionales que actian como acomplejantes de

iones metalicos.

v" En el 4rea bioldgica, con aquellos materiales con grupos funcionales
capaces de inmovilizar moléculas bioldgicas, tales como enzimas, para

lograr productos utiles en catdlisis enzimatica.
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CAPiTULO 2

2.1. INTRODUCCION GENERAL

Los materiales poliméricos simples y complejos, forman parte de diferentes
objetos de la vida diaria, pero incluso, forman parte como eje fundamental de
nuestro organismo. En el cuerpo, los musculos y los huesos estdn formados por
polimeros naturales tales como las proteinas, asi como nuestro material genético,
ADN y ARN, forman también estructuras poliméricas. La celulosa y los hidratos de
carbono complejos que forma parte del material vegetal, son polimeros. El caucho,
es otro buen ejemplo de un polimero de origen natural.

Ahora bien, muchos de los polimeros cominmente usados son sintéticos. En
esta categoria se incluyen el raydn, el nylon, la bakelita, el poli(cloruro de vinilo),
PVC, el poli(tetrafluoretileno), PTF, el poliestireno y el poliéster, entre otros.

Los polimeros se forman cuando numerosos monémeros similares o distintos
se unen entre si por medio de enlaces quimicos, formando estructuras de peso
molecular elevado (1). La mayoria de los polimeros se componen de numerosas
cadenas largas en forma lineal. Muchas veces, estas largas cadenas estdn conectadas
entre si por medio de "agentes entrecruzantes o reticulantes" para hacer del
polimero un material en forma de malla, mas fuerte.

Ahora bien, una de las caracteristicas méas importantes desde el punto de vista
microestructural de un polimero, es la referida a lo que cominmente se le llama su
“arquitectura”. La misma, se refiere a la disposicién espacial de sus cadenas, que se
pueden encontrar no solo en forma lineal o entrecruzada, sino también en forma de
ramificaciones. Estas ultimas, pueden producirse al azar en la reaccién de
polimerizacién usada para formar el polimero, o bien, credndolas por medio de
reacciones especificas, disefiando una arquitectura especifica dirigida a un uso
determinado.

La arquitectura de un polimero afecta a muchas de sus propiedades,

incluyendo la viscosidad de la solucién, la solubilidad en diversos disolventes, la
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temperatura de transicion vitrea, Tg', y el tamafo de los “ovillos™ individuales que

forma una cadena polimérica en solucidn, entre otras (1).

2.2. POLIMEROS LINEALES, RAMIFICADOS Y ENTRECRUZADOS

La Figura 2.1 muestra esquematicamente polimeros lineales, ramificados y

entrecruzados.
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Figura 2.1 Esquema de polimeros lineales, ramificados y entrecruzados

En general, los polimeros lineales mantienen una estructura empaquetada y
fuerte por uniones entre si, tales como las de puente hidrégeno en el caso del Nylon
6, 6. Otros polimeros tales como el polietileno lineal o de muy bajo grado de
ramificacién, mantienen sus cadenas unidas por uniones de tipo Van der Waals.
Este, conocido cominmente como polietileno de alta densidad (HDPE), posee

caracteristicas de relativa rigidez y se utiliza en aplicaciones tales como chalecos

! Tg: temperatura de transicién vitrea (temperatura de transicién entre el estado "vitreo",
duro, fragil y quebradizo y "gomoso", eléstico y flexible)
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antibalas. Ahora bien, si el polietileno posee ramificaciones en sus cadenas, la
eficiencia del empaquetamiento es reducido en comparacién con la estructura lineal,
dando polietileno de baja densidad (LDPE), material menos fuerte y relativamente
flexible, que se utiliza en aplicaciones tales como peliculas, films o bolsas.

Si las ramificaciones de cadena son extremadamente largas, pueden aumentar
la fuerza, la dureza, y la Tg del polimero, debido a un aumento en el nimero de
enredos por cadena.

Cuando se forma una reticulacién quimica por medio de enlaces covalentes
entre las cadenas, tiende a aumentar la Tg, la fuerza y la resistencia del material. Este
proceso, se utiliza por ejemplo para fortalecer cauchos en el proceso de
“vulcanizacién”, basado en la reticulacién por azufre y calor (Figura 2.2 a) (1-2). El
poliisopreno (latex natural), suave, pegajoso y estirable, es generalmente sometido
al proceso de vulcanizacién, dando un material fuerte (Figura 2.2 b), resistente a
muy altas temperaturas sin ablandarse, que permanece eléstico y flexible en frio (2).
Las cadenas poliméricas se estiran, pero los entrecruzamientos evitan rasgaduras. En

este proceso, a mayor cantidad de azufre, se logra mayor dureza en el material.
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(a) (b)
Figura 2.2. (a) Proceso de vulcanizacion del polibutadieno (hule sintético)

con azufre y calor; (b) Representacion de la estructura de poliisopreno
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entrecruzado por vulcanizacién con azufre y calor (1)

Existen otras formas de polimeros entrecruzados, cuyas estructuras forman
redes tridimensionales con mayor o menor grado de entrecruzamiento,
representadas en la Figura 2.1. Muchos de ellos tienen propiedades térmicas y
mecanicas particulares que suelen originar materiales duros y quebradizos. Hay
numerosos casos, entre los cuales se pueden citar, a modo de ejemplo:

(a) las resinas epoxi, formadas a partir de un pre-polimero (que tiene el
grupo epoéxido en el terminal de cadena) y una diamina, que da un producto final
duro, resistente y que no se puede reprocesar. Suele ser usado en general para
recubrimiento superficial y como adhesivo (Figura 2.3 a);

(b) los poliésteres entrecruzados, formados a partir de un polimero foto-
entrecruzable (como el cinamato de polivinilo) en presencia de luz (Figura 2.3 b)
(3).

La Figura 2.3 c muestra el cinamato de celulosa, que constituye un polimero
fotoentrecruzable, precursor de un material entrecruzado.

Hay casos en los que se preparan macro-mondmeros fotopolimerizables, que
luego del entrecruzamiento por foto-polimerizacién, dan productos finales (por

ejemplo hidrogeles) que son usados para aplicaciones en ingenieria de tejidos (4-6).
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Figura 2.3. Representacion de (a) formacion de una resina epoxi a partir de

un pre-polimero que contiene grupos epéxido en el terminal de cadena y

una diamina; (b) formacién de un poliester entrecruzado a partir de un

polimero fotoentrecruzable en presencia de luz; (c) cinamato de celulosa,

polimero fotoentrecruzable.
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En los casos antes mencionados, se muestra cdmo es posible a veces obtener
polimeros entrecruzados cuyas reticulaciones han sido formadas por grupos
funcionales presentes en las estructuras quimicas de sus precursores. Numerosos
polimeros lineales, que contienen distintos grupos funcionales (acido, amino,
alcohol, entre otros) y hasta las mismas insaturaciones presentes en estructuras
poliméricas, son capaces de reaccionar entre si, en determinadas condiciones
experimentales, para dar redes entrecruzadas.

En este punto, es importante destacar que muchos de los polimeros usados
para preparar estructuras entrecruzadas tridimensionales son naturales y, en general,
de diferentes fuentes tales como los derivados del coldgeno, de la fibrina, del acido
hialurénico (glicosaminoglicano), de la agarosa, del quitosan (CS), entre otros (4-8).
Algunos, como el acido alginico, las pectinas, los carragenanos y el acido hialurénico
son polimeros anidnicos; otros, como el CS y la polilisina son catiénicos, mientras

que el dextrano y la agarosa son neutros.

En los casos de obtencién de polimeros entrecruzados usando reactivos di o
tri-funcionales como agentes entrecruzantes, es muy importante la eleccién de los
grupos funcionales involucrados, de las condiciones de reaccién y del largo de
cadena del reactivo elegido. Por ejemplo, en el caso de las diaminas, el uso de la
hexametilendiamina (HMDA) en lugar de otra de menor nimero de adtomos de
carbono, como la etilendiamina (EDA), provocard que las cadenas entrecruzadas
estén mas alejadas entre si, dando una estructura mas abierta.

Otro factor a tener en cuenta al momento de planificar una reaccién de
entrecruzamiento de este tipo, es la cantidad del agente entrecruzante a utilizar. El
uso de una mayor cantidad de dicho agente, provocard una estructura con mayor
grado de entrecruzamiento ya que habrad un mayor nimero de unién por unidad de
masa del reticulo tridimensional formado. En general, el factor del grado o densidad

de entrecruzamiento estaré relacionado con la aplicacién final del producto.

Ahora bien, otro tipo de reaccién muy usado para la obtencién de polimeros
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entrecruzados de tipo red tridimensional, es la co-polimerizacién radicalaria. El caso
mas simple es el de un monédmero mono-vinilico y de un mondémero di (o tri)
vinilico, en condiciones experimentales adecuadas y en presencia de un iniciador
radicalario. Cuando es necesaria la presencia de diferentes grupos funcionales en la
estructura final de la red, surge la posibilidad del uso de dos (o méas) monémeros
mono-vinilicos. A veces, la incorporacién de un segundo mondmero otorga al
producto final mejores propiedades, por ejemplo mecéanicas.

Se conocen varias formas de llevar a cabo una co-polimerizacién radicalaria.
Entre las méas importantes, se pueden mencionar la polimerizacién en masa, en
solucién, en emulsién y en suspensién. Cada una de ellas se realiza en diferentes
condiciones experimentales, teniendo en cuenta algunas propiedades de los
mondmeros, tales como la solubilidad en agua y/o en solventes orgénicos. Ahora
bien, una misma combinacién de monémeros (mono y di-vinilico) puede reaccionar
bajo diferentes condiciones experimentales, y, aunque las redes poliméricas finales
contengan los mismos grupos funcionales, tanto la forma fisica, como las
caracteristicas morfoldgicas y las propiedades, seréan diferentes.

Por ejemplo, la co-polimerizacién de mondmeros mono y di-vinilicos en
presencia de un diluente inerte, conduce a la formacién de estructuras poliméricas
entrecruzadas: (a) expandibles (homogéneas; hinchables) o (b) rigidas
(heterogéneas), las cudles son clasificadas en funcién de la distribucién del diluente
en la red formada.

Asi, si es una polimerizacién en “solucién”, a partir de monémeros y agentes
entrecruzantes (mondmeros di-vinilicos) altamente hidrofilicos se obtienen redes
poliméricas expandibles (hinchables). El diluente, generalmente agua, presente
durante la formacién, permanece en la fase red (de tipo gel) desde el principio hasta
el final de la polimerizacién ya que las cadenas estan solvatadas por el diluente. Una
vez que se forma la red, se mantiene hinchada en el medio de reaccién. Cuando se
quita el solvente y se seca, la red colapsa, pero este estado es generalmente

reversible ya que, al re-hidratarse, puede re-expandirse o re-hincharse.
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En general, estas redes expandibles de bajo grado de entrecruzamiento, son
promisorias por su utilidad en diversas aéreas (9-24).

Por otra parte, cuando el solvente se separa de la red durante la
polimerizacién (por ejemplo, en una polimerizacién en “suspensién”, que da lugar a
la formacién de particulas) se forman las redes rigidas o heterogéneas (25-30). En
este caso, el grado de solvatacién de las cadenas poliméricas por parte del solvente
es escaso o nulo, razédn por la cual esta red mantiene su porosidad tanto en estado
hinchado como seco.

Dichas redes, altamente porosas y estables mecanicamente, hidrofilicas y
derivatizables, son requeridas para aplicaciones como rellenos de columnas de
diferentes tipos de cromatografia (como resinas de intercambio iénico, soportes de
afinidad cromatografica, para cromatografia de permeacién por geles, entre otras).
Existen matrices poliméricas de este tipo, en forma de “particulas™, sintetizadas con
derivados de la acrilamida (Trisacryl®, Sephacryl®), de metacrilatos (TSK gel
Toyopearl®, Eupergit®) o del poliestireno. También, se conocen las del tipo
"membranas macroporosas", que constituyen una capa de fase estacionaria en forma
de discos rigidos porosos continuos (“rods o barras monoliticas”) y no en forma de
particulas. Son matrices altamente entrecruzadas, contienen canales, y son
sintetizadas por polimerizacién en solucién, usando como solvente un agente
porégeno o formador de poros, sin agua ni agente suspensor, en un molde, “in situ”
y sin agitacion (25-30). En la Figura 2.4, se muestra una representacién esquematica
de las formas de las redes rigidas o heterogéneas.

Cuando el relleno usado como soportes cromatografico estd formado por
particulas, la fase moévil fluye principalmente entre los espacios inter-particulas y
dentro de los poros de las particulas. Por su parte, en el caso de que el relleno sea en
forma de barra monolitica (rigida y porosa) la fase moévil fluye principalmente
dentro de los “canales” que forman la red. Estos Gltimos, son generalmente usados
en procesos cromatograficos que involucran separacion y/o purificaciéon de
moléculas de muy alto peso molecular. De esta manera, se fuerza a la fase mévil a

atravesar todo el medio de separacién (25-30).
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(a) (b)

Figura 2.4. Representacion de las formas de las redes rigidas o heterogéneas
utilizadas como soportes cromatograficos. En las mismas, la fase moévil fluye
principalmente: (a) entre los espacios inter-particulas y dentro de los poros
de las particulas; (b) dentro de los “canales” que forman la red en los
soportes de tipo rod o barra monolitica

2.3. REDES POLIMERICAS ENTRECRUZADAS EXPANDIBLES

Las estructuras de redes tridimensionales entrecruzadas, que pueden absorber
y retener cantidades significativas de agua produciendo la expansion o el
hinchamiento de las mismas, son cominmente llamadas hidrogel (31). La estructura
del hidrogel es creada por grupos o dominios hidrofilicos presentes en una red
polimérica cuando se produce la hidratacién, en un ambiente generalmente acuoso,
manteniendo el carécter tridimensional, lo que le confiere integridad. Al entrar en
contacto con un fluido, en general acuoso, la estructura se hincha y expande. Dichas
estructuras son blandas, en general, y tienen elasticidad, lo que les confiere una
“configuracién de referencia” a la cudl retoman luego de una deformacién.

En un hidrogel, el liquido previene a que la red “colapse”, es decir que la
expande; mientras que la red, que tiene nudos, previene que el liquido se
“desborde”, lo que significa que lo contiene. La funcidén de un hidrogel se centra

principalmente en sus propiedades de tamafio de poros, equilibrio y cinética de
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hinchamiento, permeabilidad y biocompatibilidad. Los avances en los métodos de
reticulaciéon, para la preparacion de los hidrogeles, estan dirigidos particularmente a
las aplicaciones finales requeridas. La Figura 2.5 muestra un hidrogel en estado seco

e hinchado en agua.

Figura 2.5. Hidrogel en estado seco e hinchado en agua

2.4. FORMACION DE GELES (FiSICOS Y QUiMICOS)

La gelificacion se refiere a la unién de cadenas macromoleculares,

sol”. A

3

inicialmente solubles, que conduce a una mezcla polidispersa llamada
continuacién del proceso, las cadenas se van enlazando con la consecuente
disminucién de la solubilidad. Este paso, conduce a la llamada fase "gel". La
transicidn de un sistema formado por un polimero, con un numero finito de
moléculas a la fase red, se llama "transicion sol-gel" (o "gelificaciéon") y el punto
critico en el que aparece el gel se llama "punto de gel” (32). La gelificacion se puede
dar por unidn fisica (gelificacion fisica) o mediante la unién quimica (gelificacién
quimica). Los geles fisicos, pueden ser sub-categorizados como fuertes o débiles. En
el primer caso, el gel se origina por interacciones fisicas entre las cadenas del
polimero y puede ser efectivamente permanente en determinadas condiciones
experimentales. Por lo tanto, los geles fisicos fuertes son andlogos a los geles
quimicos. Algunos microcristales laminares o hélices dobles y triples son ejemplos de
geles fisicos fuertes. Los geles fisicos débiles se forman a partir de asociaciones
temporales de enlaces reversibles entre cadenas. Estas asociaciones se wvan

rompiendo y se van reformando continuamente. Redes con enlaces de puente
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hidrogeno, micelas de co-polimeros en bloque y redes con interacciones o
asociaciones idnicas, son ejemplos de geles fisicos débiles.

Por otro lado, la gelificaciéon quimica implica formacidn de enlaces covalentes
y siempre resulta en un gel fuerte. Los tres procesos quimicos principales por los que
se puede lograr geles quimicos, incluyen la polimerizacién de adicién, la

polimerizacién de condensacién y el entrecruzamiento quimico.

Los geles, se clasifican entonces en dos categorias (31):

-Gel quimico/permanente: se les llama 'geles quimicos' cuando son "redes
permanentes" o "covalentemente reticuladas” (por enlaces covalentes fuertes y
estables) (33). Ellos alcanzan un estado de equilibrio del hinchamiento, que
depende del pardmetro de interaccidn polimero-agua y de la densidad de
entrecruzamiento (34).

-Gel fisico/reversible: se les llama geles 'reversibles' o "fisicos" cuando las redes
se mantienen unidas por enredos moleculares y/o cuando existen fuerzas
secundarias (enlaces de hidrégeno, interacciones idnicas 6 hidrofébicas). Sus cadenas
poliméricas son flexibles. Si el gel se pone en contacto con un liquido, sus cadenas se
van desenrollando, hasta que en general se disuelve, dando un fluido y perdiendo la
estructura fisica. En geles fisicamente reticulados, la disolucién esté a veces impedida
por las interacciones fisicas que existen entre las diferentes cadenas del polimero
(33). Todas estas interacciones son reversibles, y pueden ser interrumpidas por
cambios en las condiciones o por la aplicacién de estrés fisico (34).

Hay diferentes mecanismos para la formacién de estructuras entrecruzadas
que le confieren propiedades finales a cada material (35). El entrecruzamiento fisico,
se destaca porque involucra pocos pasos sintéticos y carencia de un agente que
actle como entrecruzante. Por otra parte, los hidrogeles quimicamente
entrecruzados, son muy importantes ya que poseen enlaces covalentes en sus
estructuras, lo que les confiere mayor resistencia mecénica respecto a los anteriores,

aunque a veces no toleran un gran cambio de volumen.
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2.5. CARACTERISTICAS DE LOS HIDROGELES

Las propiedades de los hidrogeles dependen de diferentes factores como:
método de preparacién, presencia de grupos funcionales, elasticidad de la red,
grado de entrecruzamiento, composicion de la red por la presencia de co-
mondmeros, interacciones entre el agua y el hidrogel, y distintas posibilidades de
arreglos entre dominios hidrofébicos-hidrofilicos. Para la mayoria de las
aplicaciones, el hinchamiento, el proceso de difusién y la composicidén de la red son
muy importantes, porque determinan el funcionamiento o comportamiento del
hidrogel y su relacién con el medio (36-38). Debido a sus entrecruzamientos y a la
presencia de “ciertos grupos funcionales”, varias propiedades de las “redes

expandibles™ (geles) se hacen visibles a escala macroscdpica.

La “transicion de fases” en geles es uno de los mas importantes fenédmenos
que nos permiten explorar los principios de las interacciones que existen en
polimeros bioldgicos y sintéticos. La red del polimero puede cambiar su volumen
significativamente, en respuesta a pequefos cambios en el medio (temperatura,
composicion del disolvente, pH, entre otros) conformando los hidrogeles
inteligentes (39-41). La “transicién de fase de volumen” de los geles corresponden a
fases “hinchadas y colapsadas (o encogidas)”. Un gel puede expresar un cambio del
entorno externo cambiando su tamafio, ya que este Gltimo es sensible a cambios en
interacciones moleculares (42-44). Por ejemplo, un hidrogel que contiene grupos
acidos o baésicos, exhibird un comportamiento de hinchamiento-deshinchamiento de
tipo pH-dependiente. En un medio acuoso de pH y fuerza idénica apropiados, los
grupos pendientes pueden ionizar desarrollando cargas netas en el gel y exhibir un
cambio dréstico en su hinchamiento. Por lo tanto, estructuras poliméricas de este
tipo, pueden ser usadas para liberacién controlada de farmacos. En la Figura 2.6 se
esquematiza el mecanismo de accién de este tipo de hidrogeles (45). La estructura
del hidrogel estd formada por un co-polimero de metacrilato de metilo (MAA) vy

polietilenglicol (PEG). El hidrogel es cargado fisicamente con un farmaco y el
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individuo lo ingiere, por ejemplo en forma de comprimido. Al llegar al estébmago
(que se encuentra a un bajo pH) no se produce la expansién de la red, el sistema
queda protegido y el farmaco no se libera. Sin embargo, al pasar al intestino (que se
encuentra a mayor pH) el sistema se expande, debido a la repulsién que genera la

formacién de aniones carboxilatos, y el farmaco se libera en el lugar.

Ej. MAA-PEG
CH, CH,

Estomago: bajo pH,
No hay expansion de red,
poros pequenos

—H,C _é H,C _é_

FARMACO PROTEGIDO

X ‘Q
EL FARMACO SE LIBERA

p
Intestino:

aumenta pH,
hay hinchamiento

7

Figura 2.6 Esquema del mecanismo de accién de hidrogeles de tipo pH
dependiente, usados para liberacion controlada de farmacos (45). MAA-

PEG: co-polimero de metacrilato de metilo y polietilenglicol

Otro ejemplo, lo constituye un hidrogel que contiene grupos amino en su
estructura, que también responde a cambios de hinchamiento con el pH. En este
caso, el hidrogel fue combinado con glucosa oxidasa (GOD) y catalasa. La GOD se
incorpord para detectar glucosa y regular liberacién de insulina, en respuesta a la

concentracion de glucosa (46-47). En la Figura 2.7 se esquematiza el mecanismo de
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accion de estos hidrogeles (46). El hidrogel, contiene insulina entrapada fisicamente
dentro de su red. El hinchamiento en respuesta al pH es producido por la diferencia
de glucosa en el entorno al gel. Cuando en dicho entorno hay glucosa en exceso, la
misma se convierte en acido glucénico (cuya conversién es catalizada por una de las
enzimas inmovilizadas) y su presencia produce disminucién del pH del medio,
causando hinchamiento del gel. Por el proceso de hinchamiento, se produce la
liberacién de insulina. Posteriormente, cuando la concentracién de glucosa
disminuye en respuesta a la insulina liberada, el gel se contrae nuevamente,
disminuyendo la velocidad de liberacién de la insulina y el sistema se re-establece.
De esta forma, este sistema puede actuar como un dispositivo de liberacién de

insulina, regulado por si mismo.

(iii)  Hinchamiento

Permeacion deinzulina

c- Glucosa oxidasa < Glucosa @ Acido Gluconico

Figura 2.7 Esquema del mecanismo de accién de un hidrogel que contiene grupos
amino, sensible a glucosa, de tipo pH dependiente y usado para liberacién de
insulina (46)

Ademés, podemos citar el caso de geles de N-isopropilacrilamida (NIPA,
[CH,=CHCONHCH(CH:s),]) entrecruzados. Cuando se encuentran hinchados en

agua, a bajas temperaturas, predominan interacciones hidrofilicas debido a las
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interacciones puente hidrégeno con el grupo amida. Al aumentar la temperatura,
dichas interacciones se van debilitando, de tal forma que comienza a dar lugar el
predominio de interacciones hidrofdbicas, por la presencia del grupo isopropilo. Al
llegar a cierta temperatura, se produce la agregacién de cadenas laterales y el
colapso de la red (48). La temperatura critica de esta transiciéon de fase (LCST, lower
critical solution temperature) se encuentra alrededor de los 32 ©°C. Algunos
polimeros biodegradables sensibles a la temperatura incluyen poliésteres,
polifosfacenos, polipéptidos y CS. Otros, basados en sulfametazina, poli (éster -
amino), poli (amino uretano), y poli (amidoamina) resultan sensibles al pH y a la
temperatura (49).

Por su parte, los nanogeles pueden describirse como redes poliméricas de
tamafno nanométrico (50-200 nm) formadas por entrecruzamiento fisico o quimico.
Poseen propiedades tales como alto contenido de agua, naturaleza blanda,
flexibilidad, biocompatibilidad y excelente capacidad de dispersabilidad en agua.
Junto con la posibilidad de un posible ajuste “a medida™ de su estructura/superficie
y la capacidad de incorporar farmacos en sus cavidades, abren oportunidades para
su uso como nano-trasportadores hacia niveles celulares (50-51). El uso de estos
sistemas puede ser ventajoso, ya que el fa&rmaco puede ser luego liberado en un
lugar determinado, protegiendo aquellos que poseen baja estabilidad en el torrente
sanguineo. Ademés, los nanogeles pueden contener grupos funcionales (&cido,
amino, alcohol), para unir quimicamente farmacos, cuyas uniones luego de
hidrolizarse (enziméaticamente, uniones labiles al pH, etc.) pueda liberarlo en el sitio
de acciéon deseado. Algunos farmacos pueden ser unidos a nanogeles,
permaneciendo estable la unién quimica a un determinado pH, e hidrolizdndose
posteriormente, con un cambio del mismo. Los nanogeles pueden también ser
preparados de manera tal que, llegados al sitio de accién, respondan a algin
estimulo y el farmaco contenido pueda difundir al exterior liberdndose,
aprovechando cambios en el pH, temperatura, luz y concentracién de iones, entre
otros (52-54).

La “capacidad de retencién de agua y la permeabilidad” son los rasgos
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caracteristicos mas importantes de un hidrogel. Los grupos hidrofilicos polares son
los primeros en ser hidratados, al entrar en contacto con agua, denominandose
“agua unida primaria”. Como resultado de este hecho, la red se hincha y expone los
grupos hidrofébicos, que también son capaces de interactuar con moléculas de agua.
Esto conduce a la formacidn de agua hidrofébicamente unida, también llamada
“agua unida secundaria”. El agua unida, primaria y secundaria, se combina y forma
la denominada “agua unida total" (34, 55). La red es capaz de absorber agua
adicional, debido a la fuerza osmética de sus cadenas, tendiendo a la dilucién total.
Este hinchamiento adicional es entonces contrarrestado por los entrecruzamientos
fisicos o quimicos covalentes, mediante una fuerza de retraccién eléstica de la red.
Asi, el hidrogel alcanzard un nivel de hinchamiento en equilibrio. El agua absorbida
adicional es el "agua libre" o "agua en masa" y es la que llena el espacio entre las
cadenas de la red o el centro de los espacios o poros mas grandes. En funcién de la
naturaleza y de la composicidon del hidrogel, el siguiente paso puede ser la
desintegracion o la disolucidn de la red en los casos en que, las cadenas poliméricas
o los enlaces que forman los entrecruzamientos, sean degradables. Por lo tanto,
hidrogeles biodegradables que contienen enlaces débiles, son ventajosos en
aplicaciones tales como en la administracién de farmacos, para la cicatrizacién de
heridas y en la ingenieria de tejidos, entre otras. Estos enlaces débiles pueden estar
presentes en la cadena principal del polimero o en los entrecruzamientos de la
estructura del hidrogel. Los enlaces l&biles pueden romperse en condiciones
fisiologicas, en la mayor parte de los casos por hidrélisis enzimatica o quimicamente
(34, 55).

La “biocompatibilidad” es otra propiedad caracteristica de los hidrogeles. En
muchas aplicaciones, se requiere que su estructura sea compatible con el organismo
y que los productos de degradacién formados no sean téxicos. ldealmente, deben
ser metabolizados a compuestos inocuos o que puedan ser excretados en el proceso
de filtracién renal. Generalmente, los hidrogeles poseen buena biocompatibilidad,
ya que su superficie hidrofilica posee baja energia libre interfacial, al entrar en

contacto con los fluidos corporales, lo que resulta en una baja tendencia de las
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proteinas y de las células para adherirse a estas superficies. Por otra parte, la
naturaleza suave y elastica de los hidrogeles minimiza la irritaciéon del tejido
circundante. Ademas, debido a su importante contenido de agua, poseen un grado
de flexibilidad similar al tejido natural (56).

En resumen, es importante destacar que, mediante el control de la estructura,
presencia de grupos funcionales, polaridad, propiedades de superficie, propiedades
mecdanicas y de comportamiento de hinchamiento, es posible lograr diversos tipos

de hidrogeles de acuerdo a la aplicacién final buscada.

2.6. CARACTERIZACION DE LOS HIDROGELES

A continuacién, se resumen y se describen las maneras principales de

caracterizar los hidrogeles.

2.6.1. MEDIDAS DE HINCHAMIENTO Y DE FRACCION DE VOLUMENES
DE RED DE LOS HIDROGELES

El indice de hinchamiento en el equilibrio (qw) de los hidrogeles se determina
segun la ecuacién 2.1, donde my,. y m; son la masa del hidrogel hinchado en agua en
el equilibrio y la masa seca, respectivamente. El indice de hinchamiento en el estado
relajado (qr) (luego de la preparacién) se determina segin la ecuacién 2.2, donde

m, es la masa del hidrogel luego de la sintesis.

qw = M./ m; (2.1)
qgr=m,/ ms (2.2)
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Otro pardmetro importante a determinar para caracterizar los hidrogeles, es
la fraccién en peso de agua en equilibrio (EWC), que se calcula segin la ecuacién

2.3.
EWC = (m,/ m,)/ ms (2.3)

El volumen de los discos de un hidrogel seco (V,) se determina usando la
ecuacion 2.4. W,y W son el peso del disco de polimero seco en aire y en heptano
(solvente en el que el hidrogel no tiene afinidad), respectivamente, y p, es la

densidad de heptano (0,684 g mL") a 25 °C.
Vp= (Wa-Wh)/pn (2.4)

Posteriormente, se puede calcular la densidad de cada disco del hidrogel (p)
usando los datos de la masa y el V,, del polimero seco.

La fraccién de volumen de red polimérica luego de la preparacion (va), se
obtiene a partir de la ecuacién 2.5, donde p; es la densidad del polimero seco y p;

es la densidad del agua (1,0 g/mL) (57).

Vo= | 1+ {l(q - 1) p:] / pi}| - (2.5)

El pardmetro v, puede también ser calculado en forma tedrica, a partir de la
ecuacion 2.6, donde C, es la concentracién inicial de mondémeros y Vr es el
volumen promedio de las unidades repetidas del polimero. A su vez, Vr puede
obtenerse usando la ecuacién 2.7, donde M es la masa molecular del monémero vy f

es la fraccion del monémero en el hidrogel.
Vo = Co Vr (2.6)

Vr = (M] f] + M2 f2) / P1 (2.7)

La fraccion de volumen de red polimérica en el hidrogel hinchado en el

equilibrio (vy) se calcula segin la ecuacién 2.8:
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vae= | 1 +{[(qu—1) p2] / pi}| 7 (2.8)

El indice de hinchamiento en el equilibrio (qw) puede ser medido a distintos
tiempos y, cuando es graficado en funcién del tiempo resulta util en la
determinacién de la cinética del hinchamiento. La Figura 2.8 muestra un gréfico de
cinética de hinchamiento en agua de tres hidrogeles, HI, H2 y H3, de diferente
grado de entrecruzamiento. El H1, seria el de menor grado de entrecruzamiento y el
que, por ende, alcanza mayor hinchamiento en agua. Una vez alcanzada la meseta

o “plateau”, el valor del qw es el que corresponde al hinchamiento en equilibrio.

10 T T T T T T T T T T 1
0 400 800 1200 1600 2000

tiempo (min)

Figura 2.8 Grafico de cinética de hinchamiento en agua de tres hidrogeles,

H1-H3, cuyos grados de entrecruzamientos son HI<H2<H3

En base a la cinética de hinchamiento de los hidrogeles, es posible estimar el

tipo de difusién del agua dentro de la matriz, utilizando la ecuacién 2.9.

F=Mt/Mwo =kt" (2.9)
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Mt corresponde a la masa de agua que ha difundido en la matriz a tiempo t,
Mo es la masa de agua que difundié hacia la matriz en el equilibrio, y k, es una
constante relacionada con la estructura de la red.

El exponente n es un namero relacionado al tipo de difusién. Esta ecuacion es
aplicable sélo durante el inicio del hinchamiento, cuando éste es menor al 60%. El
valor de n y k se obtienen de la pendiente y ordenada al origen de la curva In F vs.
In t, respectivamente. Si el valor de n es de 0,45-0,5, la difusién sigue el
comportamiento de Fick, lo que significa que el fendmeno es controlado por
difusién. Si el valor es de 0,5<n<1,0, la difusién es anémala (“no-Fickiana™), lo que
significa que el hinchamiento estd controlado por difusién y relajacién (las cadenas
necesitan tiempo para responder a la presién de hinchamiento y ordenarse para
acomodar moléculas de solvente). Si el valor de n es 1, la difusién es de Tipo I, lo
que significa que la migracién del agua es a velocidad constante, controlado por la

relajacién de las cadenas (57-58).

2.6.2. MEDIDA DE MASA MOLECULAR ENTRE DOS PUNTOS DE
ENTRECRUZAMIENTO (Mc)

Varios de los pardmetros mencionados anteriormente son necesarios para
poder determinar la masa molecular entre dos puntos de entrecruzamiento (M,).
Esta, puede ser calculada segin la ecuacién 2.10 basada en el modelo de red de
Phantom, donde ¢ es la funcionalidad del entrecruzante (¢ = 4), V, es el volumen
molar del solvente (18 mL/mol) y y es el parametro de interaccién polimero-

solvente que puede ser obtenido segln la ecuaciéon 2.11 (57).

M. = [(1- 207) Vi pa V223 va3] / [In (1 - vag) + Vo, + X V2] (2.10)

X = 1/2 + v,y/3 (2.11)
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A partir de los pardmetros mencionados anteriormente, se puede determinar
el tamafio de poro § a partir de la ecuacién 2.12, donde C, es el radio caracteristico
de Flory del polimero para un solvente determinado y [ es el largo de los enlaces de

la cadena principal del polimero (1,54 A para polimeros vinilicos) (59).

E=v P {[2C M)/ V]"2} (2.12)

La Figura 2.9 muestra la representacion gréafica de los pardmetros M. y &.

Figura 2.9. Representacién grafica de los parametros M, y &

2.6.3. ESPECTROSCOPIA INFRARROJO (FOURIER TRANSFORM INFRARED
SPECTROSCOPY, FTIR)

Por la presencia de una gran cantidad de grupos funcionales en las redes
poliméricas, la técnica de FTIR es muy utilizada para poder identificar la estructura
quimica de las mismas, pero especialmente para la comparacién con los reactivos de

partida (60-61).

2.6.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)
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La técnica de microscopia electronica de barrido puede proporcionar
informacién sobre la morfologia de la superficie de la muestra polimérica. Es
ampliamente utilizada para analizar la estructura caracteristica de “red” en los
hidrogeles, en especial cuando se usa un equipo de SEM bajo el modo de presién
variable. La técnica de microscopia electrénica de barrido de presién variable (VP-
SEM) se ha convertido en una herramienta importante para la obtencién de
imagenes de muestras hidratadas y muestras con baja conductividad. Varios tipos de
polimeros tales como “scaffolds” (soportes o andamios para el crecimiento celular)
sintetizados a partir de carbohidratos o de proteinas, fibras de coldgeno, moldes de
poli(dimetilsiloxano) e hidrogeles, entre otros, se estudian por esta técnica para
explorar su porosidad. Es una técnica que generalmente permite obtener iméagenes
de muestras en estado hinchado o hidratado, que no se pueden analizar por los
métodos convencionales de SEM, ya que este Gltimo precisa el secado de la muestra.
En el caso de los “scaffolds™, es Gtil no sélo en su visualizacién como matriz porosa,
sino también en la proliferacién celular sobre el mismo. En el caso especifico de los
hidrogeles, el secado de la muestra trae generalmente aparejado el colapso de la
red, mientras que la técnica de VP-SEM permite la visualizacién de la muestra en su
estado de expansiéon o de méaximo hinchamiento. En este caso, la micrografia se
obtiene luego de que la muestra se coloca en el porta-muestra de aluminio y se

observa no-metalizada y a bajo vacio (62-64).

2.6.5. REOLOGIA

La reologia estudia el flujo y la deformacién de los materiales. Se utiliza para
analizar la estructura macroscopica de los materiales de forma indirecta y la
respuesta que presentan bajo condiciones de estrés mecénico (65). Los geles son
materiales viscoelasticos, porque presentan la capacidad de fluir (comportamiento
viscoso), como la capacidad de almacenar energia y recuperar su forma original
después de haber sido sometidos a un proceso de deformacién (comportamiento
elastico). El comportamiento viscoelastico de un material sometido a un esfuerzo
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sinusoidal en un intervalo de frecuencia puede ser representado por dos
componentes: la componente elastica o moédulo de almacenamiento (G’) y la
componente viscosa 0 moédulo de pérdida (G”). Caracterizados de este modo, los
geles pueden ser clasificados en fuertes, débiles y disoluciones macromoleculares o
concentradas (Figura 2.10) (66). En los considerados “fuertes”, los valores de G’ son
mayores que los de G”, dentro del intervalo de frecuencia estudiado. Ademés,
dichos valores se mantienen independientes de la frecuencia, por lo que su valor
resulta practicamente constante. En los clasificados como “débiles”, G’ es mayor que
G”, sin embargo, a diferencia de los fuertes, los médulos dependen de la frecuencia
y su valor cambia conforme aumenta la frecuencia aplicada (67).

En las disoluciones macromoleculares, el valor de G” es mayor que G’, la
componente viscosa predomina en el comportamiento y los mddulos son
dependientes de la frecuencia, como en el caso de los geles débiles. Por lo tanto,
mediante estudios reoldgicos, se pueden caracterizar geles con determinadas
caracteristicas mecénicas, cuya informacidén permite predecir diversas aplicaciones
(66-76). Los estudios reoldgicos permiten, entonces, determinar las propiedades

mecanicas de los hidrogeles cuando éstos sufren una dada deformacién.

Ares de trazado |

A
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v T ——

/ - 5

Frecuencia (Hz)

Figura 2.10. Médulos de almacenamiento (G’) y de pérdida (G”) caracteristicos
para: a) Geles fuertes; b) Geles débiles; c) Disolucion concentrada y d) Disolucién
diluida
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Para determinar las propiedades viscoelasticas de los hidrogeles se suelen
realizar ensayos dinamo-mecéanicos de deformacién, tiempo y frecuencia para
determinar los moédulos G' y G’ de cada sistema entrecruzado y estimar su
transicion sol-gel (77). Por otro lado, debido a que la gelificacidon es una transicion
gradual, de un liquido viscoelastico a un sélido viscoelastico, las mediciones de las
propiedades reoldgicas son muy Uutiles y sirven como herramienta para el
seguimiento de la gelificacién y los cambios microestructurales. La formacién de
geles se puede controlar desde el desarrollo de las funciones viscoelésticas del
material en el “punto gel”. Este Gltimo, es uno de los pardmetros mas importantes
del proceso de gelificacién, que se caracteriza por la aparicibn de una
macromolécula con un peso molecular infinitamente grande en el sistema reactivo.
En la préactica, una pérdida repentina de flujo debido al hecho de que las
propiedades viscoelasticas cambian abruptamente desde un estado liquido inicial al
del estado sélido, es muy util para la determinacién del punto gel. La transicion sol-
gel puede ser determinada facilmente, a partir de datos reoldgicos, porque coincide
con el punto en el que G’ cruza G (78).

Varios estudios han sido llevados a cabo para caracterizar soluciones de CS,
geles y redes entrecruzadas (11, 70, 74, 76, 79). Ademas, es un método eficaz para
estudiar el curado de polimeros termoestables.

Las propiedades mecénicas estudiadas por la reologia se pueden medir
mediante reémetros, que son aparatos que permiten someter al material a diferentes
tipos de deformaciones controladas y medir los esfuerzos o viceversa. Aparte de los
modulos de almacenamiento y de pérdidas (comportamiento viscoelastico lineal),
otras propiedades reoldgicas importantes son: la viscosidad aparente (relacién entre
esfuerzo de corte y velocidad de corte), los coeficientes de esfuerzos normales, la
viscosidad compleja (respuesta ante esfuerzos de corte oscilatorio) y las funciones

complejas de viscoelasticidad no lineal.

2.6.6. OTRAS TECNICAS
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Los principales métodos utilizados para caracterizar y cuantificar la cantidad
de agua libre y unida en hidrogeles son la calorimetria diferencial de barrido (DSC)
y la resonancia magnética nuclear (RMN). La RMN de protones da informacién
sobre el intercambio de las moléculas de agua entre los estados de agua libre y
unida (80). El uso de DSC se basa en la suposicion de que sélo el agua libre puede
ser congelada, por lo que se supone que la endoterma que es medida cuando una
muestra de gel congelado se va calentando, representa la fusién del agua libre, y ese
valor corresponderd a la cantidad de agua libre en la muestra del hidrogel que se
estd estudiando. El agua unida puede ser obtenida, entonces, por la diferencia del
contenido de agua total medida del hidrogel y el agua libre medida (55). Otros de
los métodos que también se utilizan para confirmar la formacién de estructuras tipo
red de hidrogeles son: el andlisis termogravimétrico, la difraccion de rayos X y el

analisis de fraccién sol-gel, entre otros (60- 61, 81-85).

2.7. APLICACIONES DE LOS HIDROGELES

Uno de los hidrogeles més simples, derivado del acrilato de sodio, es muy
utilizado como relleno de pafiales. El mismo, forma una estructura con bajo grado
de entrecruzamiento capaz de absorber grandes cantidades de fluidos conformando
en este caso, un material superabsorbente. Otros, también de estructura simple,
derivados de la acrilamida (AAm), han sido muy utilizados en bioquimica,
especialmente en electroforesis como asi también en agricultura, en liberacién
controlada de nutrientes y fertilizantes de plantas. En esta aplicacién, la superficie
del polimero puede actuar como una membrana a través de la cual un soluto debe
difundir en el medio que lo rodea. De esta forma, permite el crecimiento de la
planta con menor pérdida del fertilizante y menos necesidad de irrigaciones
frecuentes. Al retener la humedad en el interior de los poros, ain una vez liberado
el principio activo, actian ademés como sistema “reservorio” de agua. A partir de
numerosos polimeros sintéticos y naturales se han producido, también, gran

variedad de hidrogeles con la finalidad de ser usados en productos farmacéuticos y
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cosméticos, en ingenieria de tejidos, y en el campo biomédico (18). Debido a su alta
capacidad de absorcién de agua y su biocompatibilidad se han utilizado en vendajes
para heridas, en liberaciéon controlada de farmacos, como sistemas poliméricos
inyectables, en aplicaciones oftélmicas, para la preparacidon de sistemas trans-
dérmicos, para materiales dentales, para implantes, para sistemas de tipo hibrido
(células vivas encapsuladas), para sistemas de separacién y para tratamiento de
agua, entre otros (86-87). También, hay antecedentes de sistemas de integracién de
entidades biolégicas con hidrogeles sintéticos, en los que se combinan
sinergisticamente mecanismos bioldgicos (por ejemplo, afinidad/especificidad) con
las propiedades de los hidrogeles (ej. respuestas a cambios externos). Asi, moléculas
biolégicamente activas se pueden incorporar en una red, ya sea por atrapamiento
quimico o fisico, para producir biomateriales conjugados como en el caso de la

inmovilizacién de enzimas en hidrogeles.

2.8. METODOS PARA PREPARAR HIDROGELES

Existen en la literatura numerosos reportes referidos a la formacién de redes
entrecruzadas de polimeros sintéticos tales como los de poli (6xido de etileno)
(PEO), poli (vinil pirrolidona) (PVP), poli (acido lactico) (PLA), poli (a4cido acrilico)
(PAA), poli(metacrilato de metilo) (PMA), poli(etilenglicol) (PEG). También, de
biopolimeros naturales tales como CS, alginato, carragenina, &cido hialurénico y
carboximetilcelulosa (CMC) (75, 88-93).

Diversas técnicas de preparacién, tales como entrecruzamiento fisico y
quimico, reacciones de injerto y entrecruzamiento por radiacién, entre otras, han
sido estudiadas y reportadas (33, 94-97). Muchas de estas reacciones son utilizadas
para producir modificaciones en las estructuras poliméricas, con la finalidad de
mejorar las propiedades mecénicas y su viscoelasticidad, para poder aplicar los
productos en las areas biomédica y farmacéutica (87, 94). Los métodos generales

para producir geles quimicos y fisicos se describen a continuacion.

46



2.8.1. ENTRECRUZAMIENTO FiSICO

Debido a la relativa facilidad de la produccién y a la ventaja de no utilizar
agentes de entrecruzamiento, la preparacién de geles fisicos o reversibles es cada vez
mas utilizada. Esto suele ser necesario en procesos en los que se debe incorporar una
biomolécula (por ejemplo, células o proteinas) por atrapamiento dentro de una red
entrecruzada. Los agentes entrecruzantes pueden afectar la integridad de dichas
sustancias. Ademaés, una de las desventajas de usar un agente entrecruzante, es que
lo que queda sin reaccionar, debe ser removido inmediatamente. Particularmente,
esta forma de preparacién de hidrogeles es muy utilizada en la industria alimentaria,
para lo cual se usan hidrocoloides seleccionados.

Los diversos métodos reportados en literatura para obtener hidrogeles

fisicamente reticulados son:

2.8.1.1. Calentamiento/enfriamiento de una solucién del polimero

Geles fisicamente entrecruzados se pueden preparar por enfriamiento de
soluciones calientes de gelatina o carragenina. Hay formacién de una estructura
hélice y su posterior asociacién, creando zonas de unién (71). En algunos casos, el
simple calentamiento de soluciones de polimero, que causa la co-polimerizacién en
bloque, también puede dar un hidrogel. Algunos de los ejemplos son el éxido de
polietileno/6xido de polipropileno y el hidrogel de poli(etilenglicol)/poli(acido
lactico) (33, 55).

2.8.1.2. Gelacién ionotrépica

Los polimeros iénicos pueden ser entrecruzados mediante la adicién de
contraiones di- o tri-valentes. Este método produce la gelificacién de una solucién
de polielectrolito (por ejemplo alginato de sodio) con un ion multivalente de cargas

opuestas (por ejemplo, Ca?*) (Figura 2.11).
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Figura 2.11. Gelacion ionotrépica por interacciéon entre grupos aniénicos del

alginato (COOr) y iones metalicos divalentes (Ca?*)

2.8.1.3. Coacervacion compleja

Mediante la mezcla de un polianién con un policatién se pueden formar
geles de coacervado complejo. El fundamento de este método es que los polimeros
con cargas opuestas se unan y formen complejos solubles o insolubles, en funcién de
la concentracién y el pH de las soluciones respectivas (Figura 2.12). Un ejemplo de
ello es la coacervacién de xantano (polianiénico) con CS (policatiénico) (98). Las
proteinas, por debajo de su punto isoeléctrico se cargan positivamente y puedan
asociarse con hidrocoloides aniénicos formando un hidrogel complejo coacervado

(99).

£)

Figura 2.12. Esquema de formaciéon de un complejo coacervado a partir de

un polianién y un policatiéon
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2.8.1.4. Puente de hidrégeno

Hidrogeles unidos por puente hidrégeno se pueden preparar mediante la
reducciéon del pH de la solucién acuosa de polimeros portadores de grupos
carboxilo, tales como CMC, cuya red puede ser formada por dispersion de CMC en
HCI 0,1 M (100). El mecanismo consiste en reemplazar el sodio de la CMC, con el
hidrégeno de la solucién del &cido, para promover la unién de hidrégeno (Figura
2.13). Los enlaces de hidrégeno inducen una disminucién de la solubilidad en agua
de CMC, dando como resultado la formacién de un hidrogel eléstico.

Los hidrogeles de quitosano carboximetilado (CS-CM) también pueden ser
preparados por entrecruzamiento, en presencia de &cidos o mondmeros
polifuncionales. Otro ejemplo, es un hidrogel basado en poli(acido acrilico) y poli
(6xido de etileno) (PEO-PAA) preparado disminuyendo el pH, para formar un gel
en su solucién acuosa (55). En caso del sistema mixto xantano-alginato, la
interaccién molecular entre ambos, causa un cambio en la estructura de la matriz,
debido a la unién intermolecular de puente hidrégeno entre ellos resultando en la

formacién de un hidrogel insoluble.
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Figura 2.13. Formacién de hidrogeles por interaccion de puente hidrégeno

2.8.1.5. Maduracién o agregacion de componentes proteicos inducida por calor

La goma ardbiga (goma de acacia) estd formada predominantemente por
hidratos de carbono, pero contiene 2-3% de proteinas como parte integral de su
estructura (101). Se han identificado tres fracciones principales con diferentes pesos

moleculares y contenido de proteinas: proteina arabinogalactano (AGP),
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arabinogalactano (AG) y glicoproteina (GP). La agregacién de los componentes
proteicos, inducida por tratamiento con calor, aumenta el peso molecular vy,
posteriormente, produce un hidrogel con propiedades mecénicas mejoradas y con
capacidad de retenciéon de agua (102-103). El método también se aplicdé a otras
gomas tales como la de ghatti y Acacia kerensis para la aplicaciéon en el cuidado de

la dentadura (104).

2.8.1.6. Congelacién-descongelaciéon

Los entrecruzamientos fisicos de un polimero para formar su hidrogel
también se pueden lograr mediante el uso de ciclos de congelacién-descongelacién.
El mecanismo implica la formacién de microcristales en la estructura debido a dicho
proceso. Como ejemplos de este tipo de gelificacion, se pueden citar los geles de

poli(vinilalcohol) (PVA) y de xantano (55, 105-106).

2.8.2. ENTRECRUZAMIENTO QUIMICO

Uno de los métodos més utilizados para obtener polimeros entrecruzados es
la reaccién de adicién o radicalaria, més especificamente por co-polimerizacién de
monodémero/s mono-vinilico/s funcionales y uno que tenga al menos dos dobles
enlaces, que actia como entrecruzante (33, 107). En general, los monémeros que se
utilizan tienen, ademads del doble enlace, algin grupo funcional (hidroxilo, acido,
amino, amida, entre otros) que impartird al producto final ciertas propiedades. En
estos casos, la co-polimerizacién se lleva a cabo usando un iniciador radicalario, un
solvente adecuado y, cuando es necesario, se utiliza temperatura para la iniciacion
de la reaccion. Si se lleva a cabo con mondémeros hidrofilicos, se puede usar agua
como disolvente. En este Gltimo caso, se suele usar un par redox formado por
persulfato de amonio (APS) y trietilanolamina (TEA) que actian como iniciador y
activador, respectivamente. La descomposiciéon de oxidantes promovidas por

aminas es muy utilizada. Otro activador muy utilizado es el tetrametiletilendiamina
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(TEMED). La presencia de TEA o de TEMED aumenta la constante de
descomposicidn del APS y facilita que la reaccidn ocurra a temperatura ambiente. La
Figura 2.14 muestra un ejemplo de un producto entrecruzado formado por la
reaccion de AAm y N,N “-metilen bisacrilamida (BIS) en agua, usando APS/TEA. Los
grupos amida confieren alta hidrofilicidad al producto final. Los geles de
poliacrilamida son utilizados en electroforesis para realizar separaciones, ya sea por
carga o peso molecular principalmente de proteinas, aunque también puede ser
aplicado para el andlisis de fragmentos de ADN (108). Los usos analiticos de la
electroforesis empleando geles de poliacrilamida se centran en la caracterizacién de

proteinas, pureza, tamafo y peso molecular, entre otras.

0
c‘ NH, 0 0
CH,=CH + CH,=CH—C—NH—CH, —NH—C—CH=CH,
acrilamida N, N'metilen bisacrilamida
S0, *
0 Y 0 0 0
C—NH, é NH, C-NH C—NH,
CH,—CH— CH,—CH—CH,—CH—CH,— CH—CH,—CH—CH,— CH
0=C-NH 0=C-NH
CH, 0 0 0 CH,
0=C-NH  C—NH, C—NH, C-NH,0-C NH
CH,—CH— CH,—CH—CH,— CH— CH,— CH—CH,—CH—CH,—CH
C—NH

0

Figura 2.14 Esquema de reaccion entre AAm, BIS y APS/TEA en agua a

temperatura ambiente, para dar un producto entrecruzado hidrofilico

En la reaccién de co-polimerizacién, a veces se usan mondémeros sintéticos,
derivados de moléculas naturales (tales como carbohidratos) a las que previamente
se les ha incorporado un doble enlace, por medio de una modificacién quimica. De
esta manera, el macro-mondémero final, cuyo precursor fue una molécula natural,

confiere hidrofilicidad al producto (109). En la Figura 2.15 se muestra un producto

51



entrecruzado, formado a partir de dialildextrano y BIS (Sephacryl®).

Ahora bien, el entrecruzamiento de polimeros ya formados (naturales vy
sintéticos) puede ser alcanzado a través de una reaccién de su grupo funcional (tales
como OH, COOH, y NH,) con agentes de entrecruzamiento tales como aldehido
(por ejemplo, glutaraldehido) o dihidrazida (por ejemplo, dihidrazida de &acido

adipico).
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Figura 2.15 Esquema de Sephacryl®, a partir de dialildextrano y BIS

Hay numerosos métodos reportados en literatura para obtener
entrecruzamientos permanentes quimicamente. Un tipo especial estd representado
por redes poliméricas interpenetradas (interpenetrated networks, IPN), constituidas
por dos o mas estructuras poliméricas en forma de red, con al menos una de ellas
polimerizada o entrecruzada en presencia de la otra. Generalmente, hay dos redes
interpenetradas que pueden ser de diferente composicién quimica, formando una

estructura tridimensional, donde ambos polimeros estan fisicamente entrecruzados
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(entangled) sin formar necesariamente uniones quimicas. Por ello, cada polimero
puede retener sus propiedades y el comportamiento del IPN puede resultar de una
combinacién de ellas. En general, estos materiales poseen alta resistencia mecénica y
amplio campo de aplicaciéon en diferentes areas (implantes artificiales, membranas
de diélisis, sistemas de liberacién controlada de farmacos, etc.). Los IPN pueden
obtenerse por diferentes metodologias. Una es la “secuencial”, que consiste en
polimerizar primero una mezcla de mondémero, agente entrecruzante e iniciador y
luego hinchar la red formada en una segunda combinacién de monémero y agente
entrecruzante, para obtener un full IPN. La otra es la “simultdnea”, en la que una
mezcla de mondémeros y agentes entrecruzantes se colocan a reaccionar, ocurriendo
la polimerizacién de ambas redes en forma simultdnea y transcurriendo por

mecanismos independientes (110).

En la siguiente seccién, se detallan otros métodos quimicos que se utilizan

para producir hidrogeles.

2.8.2.1. Agentes quimicos entrecruzantes

Agentes quimicos entrecruzantes tales como el glutaraldehido, la
epiclorhidrina, etc., han sido ampliamente utilizados para obtener hidrogeles
reticulados, a partir de varios polimeros sintéticos y naturales. La técnica implica la
introduccién de nuevas moléculas entre las cadenas poliméricas, para producir

entrecruzamientos (Figura 2.16).
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2.16. Ejemplos de reacciones de entrecruzamientos de un polimero
conteniendo grupos hidroxilo y diferentes agentes quimicos (glutaraldehido,

epiclorhidrina o diisocianatos)

Un ejemplo, lo constituye el hidrogel preparado por el entrecruzamiento de
almidén de maiz y PVA, usando glutaraldehido como agente de reticulacién. El
mismo fue propuesto para ser utilizado como piel artificial y para incorporar
nutrientes/factores de curacién y medicamentos para ser posteriormente liberados
en un lugar especifico de accion. La CMC pudo ser entrecruzada mediante la
incorporacién de 1,3 diaminopropano para producir un hidrogel adecuado para la
administraciéon de farmacos por difusién a través de los poros. Como otros ejemplos
de hidrogeles, se pueden mencionar uno compuesto de xantano y PVA,
entrecruzado con epiclorhidrina; otro biodegradable, en base a k-carragenano vy
acido  acrilico, que fue reticulado utilizando 4cido  2-acrilamido-2-
metilpropanosulfénico, propuesto para uso en sistemas de liberacién de farmacos y
otro formado a partir de carragenina que resulté prometedor para la inmovilizacién
industrial de enzimas. Finalmente, un hidrogel fue sintetizado a partir de celulosa,

en solucién acuosa de NaOH/urea, usando epiclorhidrina como agente
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entrecruzante o por el método de calentamiento/enfriamiento (111-114).
2.8.2.2. Reacciones de injerto

La reaccidn de injerto implica la polimerizacién de un mondémero en el
esqueleto de un polimero preformado. Las cadenas del polimero se activan por la
acciéon de reactivos quimicos, o de un tratamiento de radiacién de alta energia. La
reaccidbn de polimerizacién de un mondémero a partir de los macro radicales

activados, conduce a ramificaciones y, ademas, a veces, a entrecruzamientos (Figura

2.17).
Material polimérico "G‘m

Tratamiento quimico;
exposicion a radiacion;
tratamiento de plasma

Superficie activada =

Monémero funcional

Superficie injertada

Figura 2.17. Injerto de un monémero sobre un pre-polimero, que permite la

formacion de largas ramificaciones y, ademas, a veces, de entrecruzamientos

2.8.2.2.1. Injerto quimico
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En este tipo de injerto, las cadenas poliméricas principales son activadas por
accion de un producto quimico reactivo. El almidén injertado con acido acrilico
mediante el uso de N-vinil-2-pirrolidona, es un ejemplo de este tipo de proceso
(115). Tales hidrogeles muestran comportamiento de hinchamiento dependiente del
pH, con caracteristicas ideales para ser utilizados en liberacién controlada de

farmacos, en el intestino delgado.

2.8.2.2.2. Injerto por radiacién

El injerto también puede ser iniciado por el uso de radiacién de alta energia,
tal como radiacién gamma y haz de electrones. Alla y colaboradores informaron de
la preparaciéon de hidrogeles de CMC, por injerto de acido acrilico, usando
irradiacion de haz de electrones, en solucién acuosa (96). Los autores propusieron
la aplicaciéon del hidrogel obtenido para la recuperacién de iones metélicos como el
cobre, niquel, cobalto y plomo. Ademas, se reporté la aplicacién de estos hidrogeles
en vendajes, como cubierta temporal de la piel.

Zhai, Yoshii y colaboradores reportaron la preparacién de un hidrogel a base
de almidén con injerto de PVA (116). Se demostré que, bajo irradiacién, habia
ocurrido una reaccién de injerto entre el PVA y las moléculas de almidén, ademas
de entrecruzamientos. Cai, Tang y colaboradores han informado de la preparacién
de hidrogeles termo/pH sensibles por copolimerizacién de injerto de CS y NIPA
(117). Los resultados mostraron que el porcentaje y la eficiencia de la reaccién de
injerto aumentaron con el incremento en la concentracién del mondémero y la dosis
total de irradiaciéon. Los hidrogeles CS-g-NIPA mostraron buenas propiedades de

hinchamiento termo/pH-sensibles.

2.8.2.3. Entrecruzamiento por radiacién

El entrecruzamiento por radiacién es una técnica que se utiliza ampliamente,

ya que no implica el uso de agentes entrecruzantes quimicos y, por lo tanto, se logra
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retener en gran medida la biocompatibilidad de los biopolimeros. Ademas, la
modificacién y la esterilizacién se pueden lograr en un solo paso y por lo tanto es
un proceso efectivo y de bajo costo, para modificar los biopolimeros que se usan
especificamente en aplicaciones biomédicas (40, 82, 118-120). La técnica se basa,
principalmente, en la produccién de radicales libres en el polimero, después de la
exposicion a una fuente de alta energia como rayos gamma, rayos X o de
electrones. La accién de la radiaciéon (directa o indirecta) dependeréd del medio
ambiente del polimero, es decir, si la solucidén es diluida, concentrada, o si el

polimero se encuentra en estado sélido.

2.9. MODIFICACION DE HIDROGELES

Respecto a las modificaciones que se pueden realizar sobre los polimeros en
general, se debe aclarar que todas aquellas reacciones quimicas que se realizan en
moléculas pequefas, pueden ser, en su gran mayoria, usadas también en la
modificacién quimica de los polimeros. La gran diferencia, radica en el hecho de que
las velocidades de reaccién suelen ser muy diferentes a las que se dan entre
moléculas pequefas. Los principales factores que influyen para que se de esta

situacién en los polimeros, son mencionados a continuacién:
1)- Proximidad y concentracién de los grupos funcionales presentes.

2)- Factores electrostaticos y de interacciones débiles o fuertes entre cadenas

poliméricas.
3)- Posibilidad de agregacién de especies en medio de la reaccién.

4)- Posibilidad de reacciones inter/intramoleculares a medida que avanza la

reaccion.

5)- Procesos de difusién que suelen ocurrir cuando la reaccién ocurre en la interfase,

sin agitacion, incluso en ausencia de solvente.
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6)- Posibilidad de existencia de diferentes estados: extendido o colapsado, segln

haya cambios en el entorno (pH y temperatura, entre otros).

7)- A medida que avanza la conversion, suele haber cambio gradual de reactividad,
conformacién, interaccién entre el polimero y el solvente, y cambio de estructura,
que pueden producir cambios en la solubilidad y sobre todo, aumento o

disminucién de la difusion y del hinchamiento.

A pesar de las varias diferencias que se dan entre las reacciones quimicas,
segun el reactivo sea una molécula pequefia o un polimero, los hidrogeles sufren
reacciones de modificacion segun las necesidades especificas. Una de las ventajas que
poseen estas redes, cuando se colocan a reaccionar frente a diferentes reactivos, es
que, si la estructura se encuentra hinchada en el medio de reaccién, se favorece la

expansiéon de la red, con la consecuente facilidad de la reaccién.

En este trabajo de Tesis, se han realizado distintas estrategias de modificacion
a los hidrogeles obtenidos. Para ello, en los capitulos posteriores referidos a cada
una de las vias sintéticas, se realizard una breve introduccién con las generalidades

de cada caso.
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CAPiTULO 3

3.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Numerosos materiales de la vida diaria, estdn hechos preferentemente de
materiales poliméricos estandar, tales como poliolefinas, poliésteres o poliamidas.
Asi mismo, la quimica de polimeros estd abocada a la elaboracién de nuevos
“polimeros funcionales™ (1). Polimeros de origen natural como la celulosa o el
poliisopreno fueron modificados mediante técnicas tales como la esterificacion o
entrecruzamiento, para obtener las propiedades deseadas. Hoy en dia, el desarrollo
de polimeros funcionales estd siendo cada vez mas importante por la diversidad de
dreas especificas de aplicacién. Muchas de las técnicas para la generacién de
polimeros funcionalizados o funcionales se basan en reacciones de co-polimerizacién
de mondémeros con diferentes grupos funcionales & por post-modificacién de
productos formados en reacciones de polimerizacién. La segunda opcidn, es
generalmente preferida para preparar materiales que suelen presentar dificultad para
ser obtenidos por polimerizacidon directa de mondmeros que presenten los grupos
funcionales correspondientes deseados.

Particularmente, hidrogeles de poliacrilamida (PAAm) modificados han sido
utilizados en diversas aplicaciones. Entre ellas, se pueden mencionar la recuperacién
de petrdleo, la estabilizacion de la sedimentacién de minerales, la purificaciéon de
aguas residuales y la extracciéon de metales. Las principales ventajas de este tipo de
materiales son: la posibilidad de funcionamiento semi-continuo, y la reutilizacién,
despojando los cationes con sustancias quimicas simples. Por ejemplo, geles de
PAAmM iénicos han sido utilizados para dicho propésito.

Los grupos amida en PAAm, pueden ser convertidos a grupos &cido (por
hidrdlisis), hidroxilo (con formaldehido), amino (por reaccién de Hofmann o
transamidacién) o sulfénico (2-3). Asi mismo, es importante destacar que, materiales

poliméricos entrecruzados que contienen grupos funcionales, tales como los
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mencionados, pueden ser usados como agentes acomplejantes para remocién de
iones metélicos a partir de soluciones acuosas (4-10). A veces, lo hacen en forma
selectiva, con la posibilidad de recuperaciéon de los iones, presentando ventajas (uso
en forma semi-continua, facil remocién del polimero acomplejado, re-usabilidad,
etc.) frente a otras técnicas de remocién (2). La combinacién de la adsorcién fisica
con la adsorcién quimica, atribuida a los grupos funcionales, suele resultar en un
mejoramiento del rendimiento de adsorcién. En este sentido, es importante destacar
que la reduccién de niveles de concentracién de metales de transicién y cationes
divalentes y, més aln, su remocién de soluciones acuosas, constituye una posible
solucién al problema de polucién que afecta la calidad del agua. Ademas, los iones
metélicos suelen traer aparejados problemas de salud. Como ejemplo, podemos
citar al Cu?*. Si estd presente en soluciones acuosas y es ingerido, puede generar
problemas de irritacién de boca, ojos, dermatitis, hasta causar dafio al higado y
rifones. En el caso del Pb?", de mayor toxicidad, una vez ingerido o frente a
exposicion excesiva, puede llegar a generar graves danos al organismo. Entre los
mas importantes, se pueden mencionar la perturbacion de la biosintesis de
hemoglobina y anemia, incremento de la presién sanguinea, dafio a los rifiones, al

cerebro y perturbacién del sistema nervioso.

Hay varias interacciones posibles (aunque débiles) entre un polimero y un ion
metalico, las que pueden actuar en forma multiple y dindmica, creando en conjunto
un rol importante de cooperatividad (11). Si hay grupos sulfonatos, se crean
interacciones electrostaticas, mientras que si hay grupos amino presentes, se pueden
formar complejos. En general, la retencién de iones metalicos, involucra diferentes
procesos:

-(i) de separacién, al requerir la recuperacién de iones metélicos de valor agregado;
-(ii) de pre-concentracién, con propdsitos analiticos;

-(iii) de remocioén directa, cuando los iones metélicos estdn contaminando una
solucion.

En el caso de remocién directa, hay varios métodos utiles (intercambio
idnico, precipitacién quimica y separacién usando membranas, entre otros), aunque
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la adsorcién constituye uno de los mas utilizados. Para ello, se usan materiales tales
como carbdén activado, zeolitas, y productos que forman quelatos. Estos ultimos, se
pueden encontrar en forma de fibras, resinas, bio-adsorbentes e hidrogeles. En el
caso de los hidrogeles, las ventajas mas importantes del uso son las siguientes:
pueden presentar grupos funcionales adecuados para la adsorcién; pueden ser
facilmente removibles de una solucién acuosa y pueden también ser despojados
quimicamente de los iones adsorbidos, con lo que poseen, ademés, la posibilidad de
reutilizacion.

Ademaés, el estudio de polimeros que contienen ligandos soportados en sus
estructuras y sus complejos metdlicos derivados, es relevante en el area de catélisis,
de sorcién de moléculas orgénicas o bioldgicas y en la inmovilizacién de enzimas.
Los complejos polimero-metal suelen ser usados como catalizadores inmovilizados
con alta especificidad. A veces, la matriz tridimensional macromolecular imparte
selectividad e incrementa la actividad catalitica del complejo polimero-metal en
comparacién con la especie correspondiente de bajo peso molecular. La
insolubilidad del complejo lo hace de facil separacidn luego de su uso (12).

La gran variedad de aplicaciones de los materiales poliméricos funcionalizados
(obtenidos en forma de membranas, micro-particulas, barras, micro-esferas, hidrogeles,
etc.) en diversas &reas de la ciencia y la tecnologia, es consecuencia de la relacién
estructura/propiedad. Es por ello, el gran interés en desarrollar esta area, tanto en
sus aspectos bésicos, como aplicados (4, 13-29). Para la mayoria de las aplicaciones,
el hinchamiento, el proceso de difusiéon y la composicion de la red son muy
importantes, porque determinan el funcionamiento o comportamiento de la red y
su relacién con el medio (30-32).

Por otro lado, los materiales poliméricos entrecruzados que presentan grupos
funcionales hidrolizables, generan grupos idnicos superficiales. Estos, producen una
densidad de carga superficial sensible a estimulos tales como pH, concentracién
salina, solvente, etc., condicionando las interacciones fisicas que puedan ocurrir
entre la matriz con acomplejantes metélicos, ligandos bioldgicos, farmacos, etc. El

estudio de carga superficial del hidrogel, junto con los estudios de hinchamiento,
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ayuda a determinar cdmo el hidrogel se puede comportar bajo estos estimulos,
permitiendo establecer sitios “target™ para la liberacién de farmacos (33).

En esta parte del trabajo de tesis, se desarrollé el primer sistema. Se llevd a
cabo la preparacién de redes poliméricas entrecruzadas utilizando un mondémero
hidrofilico comercial, acrilamida (AAm) usando N, N “metilen bisacrilamida (BIS)
como agente entrecruzante. La AAm se usé con la finalidad de que el producto
contenga grupos amida para ser modificados y convertidos a grupo amino. Las
reacciones de sintesis se llevaron a cabo bajo diferentes condiciones (temperatura,
tipo de solvente y concentracién de mondémeros) y fueron evaluados los diferentes
tipos de productos. Los mismos, fueron modificados con etilendiamina (EDA) por
reaccion de transamidacién, con el objetivo de obtener grupos amino primario. Su
presencia le otorga capacidad de hinchamiento a diferentes pH y la posibilidad de

retencién de iones metalicos (2-3).

3.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.2.1. REACTIVOS

Los siguientes compuestos quimicos fueron utilizados: acrilamida (AAm); N,
N' metilen bisacrilamida (BIS, Mallinckrodt); persulfato de amonio (APS, Aldrich
98%); perdxido de benzoilo (PBO, Fluka); dimetilformamida (DMF, Cicarelli) que
fue purificada mediante destilacién a presiéon reducida (84 °C/90 mm Hg);
etilendiamina (EDA, Carlo Erba); acido trinitrobenceno-sulfénico (TNBS, Fluka);

acido clorhidrico (HCl, Anedra) y KBr (Aldrich 99%).

3.2.2. SiNTESIS DE LOS HIDROGELES
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Los hidrogeles se sintetizaron mediante reacciones radicalarias, en dos
condiciones experimentales diferentes:
-A: la reaccion se llevd a cabo en un tubo de vidrio de 10 mL como reactor, usando
AAm vy diferentes concentraciones de BIS, en DMF como solvente, PBO como
iniciador, a 80 °C y durante dos horas. Las condiciones experimentales se resumen
en la Tabla 3.1. Los productos se obtuvieron en forma de particulas. Fueron lavados
con exceso de solvente, a temperatura ambiente durante 24 h y luego con agua.
Posteriormente, se secaron a 35 °C, hasta peso constante.
-B: la reaccién se llevd a cabo en un tubo de vidrio de 10 mL como reactor, usando
AAm vy diferentes concentraciones de BIS, en agua como solvente, con APS como
iniciador, a temperatura ambiente, durante dos horas. Las condiciones
experimentales se resumen en la Tabla 3.2. Previamente, las soluciones conteniendo
los mondémeros, fueron sonicadas 15 min en un bafo de ultrasonido, a 25 °C, para
homogenizar el sistema. Luego, se agregd el iniciador bajo atmodsfera inerte de
nitrégeno. Una vez finalizada las reacciones, los tubos de vidrio se rompieron para
extraer los productos obtenidos en forma de barras. Luego, fueron cortadas con
ayuda de un bisturi, en discos de aproximadamente 3 mm de espesor y 14 mm de
didmetro. Estos fueron lavados dos veces con exceso de agua, a temperatura

ambiente, durante 24 h. Posteriormente, se secaron a 35 °C, hasta peso constante.

Tabla 3.1. Condiciones experimentales de sintesis A (productos particulados)

Hidrogel AAm BIS PBO DMF
(g) (g) (g) (mlL)
AAm 100% 1 0,607 0,067 0,035 4,3
AAm 100% 11 0,607 0,660 0,035 4,3
AAm 100% 111 0,607 1,030 0,035 4.3
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Tabla 3.2. Condiciones experimentales de sintesis B (productos en forma de barra)

Hidrogel AAm BIS APS H,O
(g) () () (mlL)
AAm 100% IV 2,0 0,01 0,01 8.0
AAm 100% V 2.0 0,02 0,01 8.0
AAm 100% VI 2.0 0,04 0,01 8.0

3.2.3. MODIFICACION

En un balén de 3 bocas, se colocd 1 g de cada uno de los hidrogeles
sintetizados con 20 mL de EDA, en atmdsfera inerte de nitrégeno, a reflujo, durante
3 y 9 h. Los productos de reaccién sintetizados en la condicién experimental B
(cortados en discos) fueron previamente hinchados durante 3 dias en EDA, a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, cada muestra se filtré y se lavd con
solucién de HCl 0,001 M hasta pH neutro. Posteriormente, se realizaron sucesivos
lavados con NaCl 0,2 M hasta que el sobrenadante di6 reaccién negativa con TNBS.
Este daltimo, reacciona con grupos amina primaria dando un complejo coloreado

naranja (34).

3.2.4. CUANTIFICACION DE GRUPOS AMINO

El contenido de grupos amino se determind por duplicado, utilizando el
método de HCI (35). Para ello, se suspendié 0,1 g de muestra seca en 5 mL de HCI
0,5 M, con agitacién, a reflujo y durante 1,5 h. Luego, la mezcla se centrifugd a
1.000 rpm, durante 15 min. A continuacién, se tomé 1 mL del sobrenadante y se
valoré usando una solucién de NaOH 0,1 M, en presencia de 2 gotas de solucién

indicadora de fenolftaleina. El contenido de grupos amino de los productos, se
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calculd a partir de las diferencias en la cantidad de acido de las soluciones iniciales y

finales.

3.2.5. CARACTERIZACION POR FT-IR

Para la adquisicion de los espectros, se utilizdé un espectrofotometro Nicolet
5-SXC FT-IR. En todos los casos se usé bromuro de potasio seco como soporte. Los
polimeros fueron pulverizados y aproximadamente 3 mg de cada uno fue mezclado

con KBr y comprimidos en una prensa hidraulica.

3.2.6. CARACTERIZACION REOLOGICA

Las propiedades viscoelasticas de los hidrogeles fueron medidas en un
redmetro rotacional Anton Paar Physica MCR 301, en platos paralelos de 25 mm de
didmetro y distancias entre plato y plato (gaps) de aproximadamente 2 mm. Los
modulos dindmicos, de almacenamiento G' y de pérdida G" se midieron en dos
tipos de ensayos. En el primero, se realizaron los barridos dindmicos de
deformacién (% strain) a cada muestra en su méximo hinchamiento en agua, a
temperatura ambiente, para determinar la regién viscoelastica lineal (RVL). Se
llevaron a cabo en un rango de entre 0,1 a 20 % de deformacién, a una frecuencia
angular constante de 10 s'. Ademas, fue realizado un barrido dindmico de
frecuencias, en un rango entre 0,1 y 400 s', para cada uno de los polimeros
hinchados en agua, a temperatura ambiente, utilizando un valor de deformacién
constante (entre 0,5-1%, dependiendo de cada hidrogel). La deformacién (% strain)
constante aplicada en este ensayo fue seleccionada previamente del grafico de
barrido de amplitudes (G'y G" vs % strain). Se eligié de manera tal que fuera la
mayor deformacién aplicada dentro del RVL, en el cual G' y G" son constantes.
Durante ambos ensayos no se observaron evidencias de deshidrataciéon de las

muestras.
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3.2.7. DETERMINACION DE INDICES DE HINCHAMIENTOS

3.2.7.1. Determinacion de indices de hinchamiento en el equilibrio

El indice de hinchamiento en el estado de equilibrio (qw) en agua, aplicable a
los productos obtenidos en forma de barra, se determiné de acuerdo al cociente de
peso entre en hidrogel hinchado (my.) y el hidrogel en estado seco (m;), segin
ecuacién 2.1 (Capitulo 2).

Para determinar m,., las muestras secas fueron colocadas en agua destilada y
se mantuvieron a 25 °C hasta su maximo hinchamiento. Para ello, las muestras
hinchadas se fueron retirando del bafio de agua en intervalos regulares de tiempo,
se secaron superficialmente con papel tissue, para obtener sus masas en una balanza
electrénica. Posteriormente, las muestras se colocaron nuevamente en el bafo, y asi
sucesivamente hasta que se logrd peso constante.

El indice de hinchamiento en el estado de equilibrio (qv) en agua, para los
productos obtenidos en forma de particulas o polvos, se determiné de acuerdo al
cociente de los volimenes del hidrogel hinchado en el equilibrio y el hidrogel en
estado seco. Para determinar, qv, se colocé 0,1 mL del hidrogel seco en un tubo
cénico graduado y se agregd agua destilada hasta un volumen final de 10 mL a 25
C. El estado de hinchamiento en el equilibrio, se determind una vez que el hidrogel

alcanzé un volumen constante.

3.2.7.2. Determinacion de indices de hinchamiento a diferentes pH

Para los estudios de hinchamiento en respuesta a los cambios en el pH, los
hidrogeles se hincharon hasta el equilibrio en un rango de pH entre 3 y 10 por 24 h.
Los discos secos, previamente pesados (80-100 mg aproximadamente), se colocaron
dentro de un recipiente conteniendo 15 mL de cada solucién de buffer citrato (pH

= 3; 4; 5y 6) y buffer fosfato (pH = 7; 8; 9 y 10) a 25 °C. Luego, los discos
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hinchados fueron secados superficialmente con papel tissue y pesados en una
balanza electrénica para realizar el calculo de qw. Para calcular los qv a diferentes
valores de pH, se colocd 0,1 mL del hidrogel seco en tubos cdnicos graduados y se
agregd cada una de las soluciones buffer (pH = 3-10) hasta un volumen final de 10

mL, a 25 °C.

3.2.8. DETERMINACION DE LA CARGA SUPERFICIAL

Basédndose en el fendmeno de la movilidad electroforética, se puede obtener
informacién de la carga superficial que presentan las particulas. Para ello, se realizan
medidas de velocidad de migracién de las particulas, cuando se aplica una diferencia
de potencial entre los dos electrodos de la celda en la que estdn contenidas.

Para los estudios de determinacién de carga superficial se procedié a realizar
la molienda de los productos obtenidos en forma de discos, hasta pulverizarlos, para
tamizarlos posteriormente y obtener particulas de tamafo similar, eligiéndose la
fraccion de particulas més pequeias. A su vez, los productos obtenidos en forma de
particulas sélo fueron tamizados. Posteriormente, todos los productos fueron
sumergidos en soluciones buffers a diferentes pH (entre 3 y 9) por 24 h a 25 °C.
Luego, las particulas se colocaron en la celda electroforética, a la cual se le aplicd
una diferencia de potencial, determinando el tiempo y el sentido en que las

particulas realizan una trayectoria fija.

3.2.9. RETENCION DE Cu2+

Los hidrogeles se colocaron en sistema batch, en contacto con soluciones de
CuSO, 0,017 M, a pH 4,75. Para ello, 50 mg de cada matriz se puso en contacto
con 10 mL de soluciones acuosas de dicha sal, por 96 h a temperatura ambiente y

con agitacién. Luego, se tomaron 5 mL de cada sobrenadante y se determind la
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cantidad de ion metélico quelado, utilizando absorcién atémica, por diferencia
entre la cantidad de ion metélico agregado y la cantidad de iones libres en cada

solucién. Para ello, se utilizé un equipo Perkin-Elmer 3110.

3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 3.1 muestra las estructuras quimicas de los materiales de partida
utilizados para la preparacién de los hidrogeles y de la molécula con la cual se los

modifico.

o] o]
JNH, \)\HA”H)V ' N

AAm BIS EDA
Figura 3.1. Estructura quimica de los monémeros de partida (AAm y BIS) y
del agente modificante (EDA). AAm: acrilamida; BIS: N, N' metilen

bisacrilamida; EDA: etilendiamina

3.3.1. SINTESIS Y MODIFICACION DE LOS HIDROGELES

La Figura 3.2 muestra el esquema de preparacién de los hidrogeles, llevadas a
cabo bajo dos condiciones diferentes, A y B, que conducen a productos particulados
y en forma de barra, respectivamente. Cada sintesis fue realizada por co-
polimerizacién de AAm y BIS, variando la relacidn monomeérica. Para la reaccién A,
se utiliz6 DMF como disolvente, PBO como iniciador, 80 °C, durante 2 h. Para la
reaccion B, se usé agua como disolvente, APS como iniciador y temperatura

ambiente, durante 24 h.
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Luego de la sintesis de los hidrogeles, se determinaron los valores de
hinchamiento, notdndose una disminucién a medida que incrementé la cantidad de
agente entrecruzante BIS en la red. Los resultados obtenidos con ambos tipos de
productos (particulados y barra), mostraron la misma tendencia en cuanto a los
indices de hinchamiento, determinados segin qv y qw, respectivamente (Tablas 3.3

y 3.4).

Acrilamida N, N metilan bis{ sorila mids)

A: DMF, PBO, 80°C
B: H,0, APS, T.amb.
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Figura 3.2. Esquema de sintesis de los hidrogeles

83



Tabla 3.3. Cantidad de grupos amino, valores de indices de hinchamiento vy
cantidad de Cu?* retenido con hidrogeles obtenidos segin condiciones
experimentales de sintesis A (particulados)
Cantidad de Cantidad de
Hidrogel qu | (mmol/ | 'U€8° e” € uego e“ €
g) reaccion reaccion (mmol/g)
(mm/g) (mm/g)
AAmM 100% 1 6,0 | 0,34 1,12 1,46 7,0 1,13
AAm 100% I 5,5 0,20 1,25 1,42 6,0 0,97
AAm 100% 111 50| 0,20 0,97 1,25 5,3 0,87

a-Valores determinados en los productos con grupos amino luego de 9 h de reaccién

Tabla 3.4. Cantidad de grupos amino, valores de indices de hinchamiento y

cantidad de Cu?* retenido con hidrogeles obtenidos segin condiciones
experimentales de sintesis B (en forma de barra)
Cantidad de
" Cantidad de grupos amino R e
Hi w Cu grupos amino luego de 9h de aw Cu
idrogel .
(mmol/g) luego de 3h de reaccion (mmol/g)
reaccion (mm/g)
(mm/g)
AAMm100% v | 11,4 0,30 1,23 3,50 15,2 2,35
AAm 100% V 9,6 0,29 1,27 3,44 13,8 2,65
AAM100% VI | 7.6 0,34 1,15 3,20 12,1 2,25

a-Valores determinados en los productos con grupos amino luego de 9 h de reaccién

Los hidrogeles fueron sometidos a reaccién de transamidacién (Figura 3.3)

para lograr la funcionalizacién con grupos amino primario.
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Figura 3.3. Esquema de reaccion de transamidaciéon

Luego de la reaccidn de transamidacion, se realizé la cuantificacion de grupos
amino presentes en la red. En ambos casos, se observd que, en general, a menor
porcentaje de entrecruzante, se logra mayor cantidad de grupos amino. Esto fue
debido posiblemente a que las redes més expandibles facilitarian el contacto entre
los reactivos. Ademads, a mayor tiempo de reaccién (9 h), se observé que la cantidad
de grupos amino también aumenta, sobre todo en los productos de tipo barra. En
este Gltimo caso, antes de someter a los reactivos a la temperatura y tiempo de
reaccién, los discos habian sido previamente hinchados con EDA, durante 72 h, lo
que posiblemente favorecié el ingreso del reactivo a la red polimérica.

En las reacciones de transamidacién, existe la posibilidad de que los dos
grupos amino del EDA reaccionen, generando entrecruzamientos covalentes
adicionales. Para analizar esta posible situacion, los productos obtenidos luego de 9
h de reaccién (para la formacién de grupos amino), fueron sometidos a estudios de
hinchamiento. En todos los casos se observé que aumentaron, especialmente en los
productos de tipo barra. Este Gltimo resultado podria estar indicando que no se
produjeron reacciones de entrecruzamiento adicionales. En general, si luego de una
reaccibn ocurren entrecruzamientos adicionales, el indice de hinchamiento
disminuye por el aumento en el grado de entrecruzamiento. En este caso, la
cantidad de diamina puesta a reaccionar en exceso, evitd posiblemente que los

grupos amino reaccionen generando nuevos entrecruzamientos (36).
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Los ensayos de retencién de Cu?* se llevaron a cabo con los hidrogeles sin
modificar y con los productos obtenidos luego de 9 h de reaccién de
transamidacion. Se determind que todos los productos tienen capacidad de retener
el ion metélico. Aquellos modificados (que contienen grupos amino), retienen entre
cuatro y ocho veces mas respecto a los no-modificados, segin sean los particulados
o en barra, respectivamente. A su vez, a medida que aumenta la cantidad de grupos
amino por gramo, incrementa la retencién de Cu?*. Otro dato a destacar es que los
hidrogeles en forma de barra retuvieron aproximadamente el doble de ion metélico

respecto a los particulados.

3.3.2. ESTUDIOS DE FT-IR

En la Figura 3.4 se muestran los espectros infrarrojos correspondientes a
AAm 100% V, antes y después de la reaccién con EDA. Se observan los picos de
absorcién caracteristicos de poliacrilamida: a 1650-1660 cm, correspondiente al
C=0 de amida (Amida 1); a 1615 cm™ por la vibracién de deformacién de NH,
(amida 11); a 1450 cm™ correspondiente al CH;; a 1400-1420 cm y 1170-1190 cm,
por la vibracién de deformacién de —-NH; a 1315-1320 cm™ por la vibracién de
estiramiento de -NH y a 1120 cm™ por la vibracién de estiramiento de N-H (amida
1) (37). En el espectro de AAm 100% V, luego de la modificacién, se observd,
ademas, la aparicién de una sefial a 980-1040 cm’, asignada a la vibracién de
estiramiento del C-N de la amina primaria. Se observé también la aparicién de
sefales a 1543 y 1388 cm’, debido a la presencia de C=0O del carboxilato,

indicando que posiblemente ocurre hidrélisis, durante la modificacién.

86



1031

1021

1014

1001

99

%T

981

971

961 0 /\
951 |

{ Y

2000 | | | 1000

Numero de onda (cm?)

1388.19
1028.90

R
1543.76

Figura 3.4. FT-IR de AAm 100% V antes (azul) y después (rojo) de la

reaccién con EDA

3.3.3. ESTUDIOS DE HINCHAMIENTO A DISTINTOS VALORES DE pH

Los estudios de hinchamiento a diferentes pH de los productos, antes y
después de modificar, se muestran en las Figuras 3.5 y 3.6. Las mismas,
corresponden a los productos particulados y en forma de barra, respectivamente.
Dichos estudios mostraron que, en general, los mayores hinchamientos se obtienen
a pH &cidos, ya que los grupos amino se encuentran protonados, generando
repulsion de carga, lo que produciria mayor expansién de la red y mayores
hinchamientos.

A su vez, a pH altos y, especialmente en los productos modificados en forma

de barra, se observé aumento del hinchamiento, debido posiblemente a la presencia
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de aniones carboxilatos, como se menciond anteriormente, por la posible reaccién

de hidrdlisis.

Contrariamente, y como era de esperar, los productos sin modificar no

sufrieron, en general, modificacién significativa del indice de hinchamiento con los

cambios de pH.
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—B— Reaccién

15
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15

Figura 3.5. Estudios de hinchamiento a distintos pH de AAm 100% I; 11 y IIl,

particulados, (a-c, respectivamente) antes (blanco) y después (reaccion) de

la reaccién con EDA
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3.3.4. ESTUDIOS REOLOGICOS
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La Figura 3.7 muestra el barrido de amplitud para los productos AAm 100%
IV; V y VI, en forma de barra. Como se puede observar, a medida que aumenta el
entrecruzamiento de la red, se incrementa el valor de G”, siendo mayor que G",
mostrando mejores propiedades reoldgicas. Ademaés, se pudo determinar el RVL,

que resulté amplio en todos los casos.

T 2 & o & & s g
. = ey AAM100% VI
AAmM 100% V
P e e e e e e e e o v oo ., | AAM100% 1V

AAm 100% VI
— M AAmM 100% V

Figura 3.7. Barrido de amplitud para productos AAm 100% IV; V y VI, en

forma de barra

3.3.5. DETERMINACION DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA

La determinacién de la movilidad electroforética no brinda informacién
sobre la carga que puede tener el interior del hidrogel, si no que informa acerca de
la carga que puede existir en la superficie, la que a su vez produce la formacién de
una doble capa eléctrica dependiente del pH, de la fuerza idnica y del solvente,
entre otros. Al aplicar un voltaje, se produce la movilidad de las particulas,

condicionada por la carga presente en la doble capa eléctrica. De esta forma,
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determinando la direccién de migracién de la particula, se puede predecir el signo
de la carga que posee.

Los resultados de movilidad electroforética, permitieron determinar ciertas
tendencias. En la Figura 3.8, correspondiente al producto AAm 100% V antes de la
modificacién quimica, se observa un punto isoeléctrico cercano a pH 4. Por debajo
de ese valor, el hidrogel presenta una movilidad electroforética hacia el polo
negativo resultante de la doble capa eléctrica. Esta, estaria causada por la carga
superficial positiva de la particula, debido posiblemente a la protonacién del grupo
carbonilo de la amida, generando una estructura resonante con carga positiva. A
mayores valores de pH, la movilidad electroforética es hacia el polo positivo
debido, en este caso, a la formacién de una doble capa eléctrica por la particula
cargada negativamente. Esto podria atribuirse a la presencia de grupos carboxilatos,
producto de la hidrélisis parcial de la amida.

Estas tendencias se pueden relacionar con los valores obtenidos en los
estudios de hinchamiento de AAm 100% V, en los que no se observé variacion
significativa de qw a diferentes pH (Figura 3.6, b). Se podria suponer que los grupos
funcionales hidrolizables presentes en la particula se encuentran mayormente
presentes en la superficie del hidrogel. Si los presentara en su interior, al ingresar el
solvente se deberia generar una repulsién entre las cargas de los grupos, que se
reflejaria en un aumento del indice de hinchamiento. Al no observarse dicho
aumento, permite suponer que la carga presente en AAm 100% V, antes de la
modificacién quimica, representa grupos hidrolizables principalmente a nivel
superficial. De todas formas, la carga superficial de estas particulas podria ser

relativamente pequeia.
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Figura 3.8. Variacion de la movilidad electroforética de AAm 100% V

(um/s)/(volt/cm) sin modificar, en funcién del pH

En el caso de AAm 100% V modificado con grupos amino, se observd un
punto isoeléctrico cercano a 7,5 (Figura 3.9). En este caso, la movilidad
electroforetica hacia el polo negativo, a menores valores de pH se puede atribuir a
la carga positiva debida a la protonacién de los grupos amino. Por otro lado, la
movilidad electroforética hacia el polo positivo a valores de pH bésico se deberia a
la carga negativa de grupos carboxilato, provenientes de la hidrdlisis parcial del
grupo amida durante la reaccién. Cabe recordar que el hidrogel se somete a un

medio fuertemente basico durante varias horas a alta temperatura.
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Figura 3.9. Variacion de la movilidad electroforética de AAm 100% V

(um/s)/(volt/cm) modificado con grupos aminos, en funciéon del pH
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Las tendencias antes descriptas se pueden relacionar con los indices de
hinchamiento. Se puede suponer que los grupos superficiales hidrolizables de la
particula corresponden sélo a una parte de los grupos funcionales hidrolizables
totales presentes en el hidrogel modificado. La Figura 3.6 muestra que, al variar el
pH, efectivamente ocurrié una variacién en los valores de qw. Este efecto, se
atribuye a la presencia de mayor cantidad de grupos cargados en el interior del
hidrogel, 1o que condiciona el hinchamiento segin el pH. En el caso de AAm 100%
V modificado con grupos amino, se podria suponer que los grupos hidrolizables no
s6lo se encuentran a nivel superficial, si no distribuidos también en el interior.

El hecho de poder conocer de qué manera varia la carga superficial en funcién
del pH, resulta Gtil cuando se debe unir un ligando, més adn, en condiciones
especificas (10). Por otro lado, la superficie representa la “interfase” entre lo que
ocurre en el interior y el exterior del hidrogel. Al conocer el comportamiento 6
cambios de esta interfase, junto con otros estudios de la matriz polimérica, facilitan

poder entender el comportamiento fisico-quimico del hidrogel.

3.4. CONCLUSIONES

Los hidrogeles obtenidos resultaron homogéneos, expandibles e hinchables
en agua. En ambos tipos de productos, particulados y en forma de barra, se observé
que, a medida que disminuye la cantidad de agente entrecruzante, se logra un
producto con mayor indice de hinchamiento.

Las reacciones de transamidacién sobre los productos fueron realizadas con el
objetivo de convertir grupos funcionales amida en amino. En este sentido, dicha
reaccion resultd efectiva sobre ambos tipos de productos obtenidos. Las reacciones
se realizaron con exceso de EDA con la finalidad de disminuir la posibilidad de

reacciones de entrecruzamiento. Los productos fueron analizados por IR
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observando una nueva sefial del estiramiento C-N correspondiente a la amina
primaria (980-1040 cm”) formada.

Los estudios de hinchamiento a diferentes pH de los productos que contienen
grupos amino, demostraron que, en general, los mayores hinchamientos se obtienen
a pH éacidos. Paralelamente, los productos sin modificar no sufrieron modificaciéon
con los cambios de pH.

La cantidad de grupos amino resultd superior en los productos de tipo barra,
sintetizadas en agua, debido probablemente al hinchamiento previo de los
hidrogeles en el medio de reaccién. La retencion de Cu?*, en ambos tipos de

productos que contienen amino, resulté superior a la de los hidrogeles no

modificados. A su vez, los mayores valores de retencidon de Cu®* resultaron
superiores en los productos de tipo barra.

Los estudios de electroforesis demostraron que el hidrogel presenta grupos
superficiales hidrolizables dependientes del pH, ya que se observé la presencia de
cargas positivas y negativas. Se pudo estimar aproximadamente el punto isoeléctrico
de AAm 100% V antes y después de modificar. Hubo variacién significativa entre
ambos, causada principalmente por la incorporaciébn de grupos amino.
Relacionando los andlisis de hinchamiento con los estudios de movilidad
electroforética, se pudo predecir si los grupos hidrolizables se encuentran
mayormente en la superficie o distribuidos entre la superficie y el interior del
hidrogel.

La desventaja que presentd la reaccidn de modificacién usada para la
incorporacién de grupos amino, fue la reaccién de hidrdlisis mencionada. La misma,
se produce posiblemente como reaccién secundaria, resultando préacticamente
incontrolable. Dado que la modificacién propuesta para el primer sistema de
hidrogeles presentado no resulté apropiada, se propuso la preparaciéon de
hidrogeles a partir de monémeros que ya contengan incorporados los grupos amino

en su estructura.
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CAPiTULO 4

4.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Los polimeros, dentro de los cuales incluimos las redes entrecruzadas
hidrofilicas, pueden poseer grupos funcionales que confieren a la estructura
caracteristicas y propiedades utiles para distintas aplicaciones. A veces, es necesario
realizar modificaciones en la superficie del polimero por diversas razones: (i) para
incrementar la hidrofilicidad o la hidrofobicidad (1); (ii) para mejorar la
humectacién, la adhesién y la impresién de superficies de polimeros mediante la
introduccién de grupos polares; (iii) para obtener superficies con grupos funcionales
especificos (2); (iv) para incrementar o disminuir la rigidez de la superficie; (v) para
mejorar la coloracién en polimeros usados en recubrimientos o en envoltorios; (vi)
para mejorar la biocompatibilidad de la superficie; (vii) para crear superficies
inteligentes en la superficie de un material con respuesta a estimulos externos; &
(viii) para llevar a cabo la inmovilizar de moléculas (3-6), entre otras.

Hay diversos métodos que se pueden llevar a cabo para la modificacién
superficial de polimeros, entre los que se pueden enumerar los siguientes:
1)-Tratamientos con agentes quimicos: en este tipo de tratamiento, se usan agentes
quimicos tales como &cidos, disolventes, bases, oxidantes, etc. En la superficie del
polimero se producen reacciones de oxidacién, sustitucién, eliminacién, reduccién,
ciclizacién y adicién, segin cada tipo de agente. El ataque del reactivo se produce
en la interfase sélido/liquido, por lo que ocurre preferentemente en las zonas
amorfas de la superficie polimérica. Si el solvente la hincha, la modificacidon ocurriréd
mas profundamente. Como ejemplo, se puede citar a la modificacién de fibras de
poliamida, en las que se produce hidrdlisis parcial de los grupos amida. Si dicha
superficie se hace reaccionar con diepdxidos, se logra mayor adhesividad.
2)-Modificacién inducida por plasma: el plasma (estado gaseoso) estd formado por

mezcla de iones, radicales, &tomos y moléculas en estado excitado. Se genera
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cuando un gas (O,, aire, N,, gases nobles) se somete a descargas eléctricas o
radiaciones de alta energia a presién reducida (vacio). Se forman especies de alta
energia que rompen enlaces, produciendo varios procesos que crean grupos
funcionales. Por ejemplo, forma macro-radicales, que a su vez permiten reacciones
(recombinaciones, ramificaciones, entrecruzamientos, etc.). Asi, un polimero
fluorado puede ser sometido a plasma de gases nobles, produciendo desfluoracién
parcial y entrecruzamientos, lo que mejora las propiedades adhesivas (7-10).
3)-Modificacién empleando descarga corona: en este caso, se pasa corriente de alto
voltaje entre dos electrodos. Dicha descarga activa a moléculas de un gas (por
ejemplo, aire) y luego, esas especies activas reaccionan con la superficie del
polimero y lo modifican. En este proceso se mejoran propiedades de auto-adhesién
y adhesiébn a otros polimeros, a tintas, a metales, etc. Como ejemplo, el
poli(etilentereftalato) (PET) puede ser sometido a descarga corona de aire,
produciendo incorporacion de oxigeno en la superficie, en forma de
hidroperdxidos, grupos hidroxilos, acidos, cetona, etc. (11-13).

4)-Tratamientos de injerto (“grafting”) en la superficie del polimero

Este Gltimo método, suele ser el elegido cuando es necesario llevar a cabo
injerto de nuevas cadenas poliméricas laterales sobre superficies poliméricas ya
formadas. Para ello, se pueden usar dos metodologias.

La primera, consiste en injertar polimeros (por ejemplo, de tipo lineal) sobre
una superficie polimérica (14-17). La misma, se lleva a cabo via reaccién de grupos
funcionales presentes en la superficie del polimero, con los del polimero pre-
formado (terminales o en grupos laterales de cadena). Esta metodologia se
denomina “grafting to”, ya que el injerto de cadenas en este caso es hacia la
superficie. Las ventajas que presenta esta metodologia son: (i) posibilita el manejo
de las propiedades del polimero pre-formado a unir, y (ii) los productos son
estables por la unién covalente formada. La desventaja suele estar dada por
problemas estéricos, debido a la unién de un polimero sobre otro, aunque sea

superficialmente.
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La segunda metodologia consiste en llevar a cabo la iniciacién de una
polimerizacién sobre la superficie de un polimero formado, que se denomina
comunmente “grafting from”, ya que en este caso el injerto es desde la superficie.
Las ventajas estan relacionadas con el posible control de la densidad y del espesor
del injerto. Esto es porque se crean “sitios o puntos de iniciacion” desde la superficie
a partir de los cuales los monémeros agregados comienzan a reaccionar, creando
cadenas poliméricas. La mayor desventaja de este método es que se suelen producir
reacciones de homo-polimerizacién en solucién, que consumen mondémeros. De
esta manera, no se contribuye a la modificacién del polimero y se disminuye la
eficiencia del injerto. En el tratamiento por co-polimerizacién de injerto en la
superficie del polimero (“grafting from™) se producen radicales libres. A su vez,
creardn un recubrimiento de polimero injertado sobre la superficie. Las etapas
involucradas en dicha reaccién son:
a-Formacién de una especie reactiva (por ejemplo, radical).
b-Exposiciéon a un monémero mono-vinilico de cierta concentracién.
c-Formacién de un polimero sobre la superficie.

A su vez, los macro-radicales se forman por diferentes reacciones: (i) de
injerto comudn, usando rayos de alta energia, radiaciones ionizantes, método de
plasma o descarga corona; (ii) de foto-injerto, usando luz UV y (iii) por uso de
iniciadores redox. En el caso (iii), se puede realizar la reaccién de injerto sobre
grupos amida, usando, por ejemplo, diperiodatocuproso (Ks[Cu(HIOg),]), que se
forma a partir de CuSO,, KlIO4, KOH y K,$,04, para dar radicales amidilos (Figura
4.1) (18-19). También, la reaccion se da sobre grupos hidroxilo, por reaccién con Ce
IV (Figura 4.2), para dar Ce Ill y radicales que iniciardn la reaccién de
polimerizacién. La ventaja de esta reaccidén es que es solamente superficial y no hay
formacién de homopolimero. Un ejemplo, es la reaccién de injerto de AAc sobre
almidén de maiz. En este caso, aumenta la hidrofilicidad confiriéndole mayor
estabilidad, por formacién de puente hidrégeno entre los grupos éacido y los

hidroxilos del almiddén.
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Figura 4.2. Reaccion de injerto sobre grupos hidroxilo, con iniciadores redox

La Figura 4.3 muestra un esquema de injerto sobre una superficie polimérica

»

(injerto “hacia”:“grafting to”; injerto “desde”:“grafting from™) (20). En general, las
cadenas injertadas son cominmente llamados “tentaculos™ ya que son flexibles. En
el caso de que posteriormente sean usados para unir una molécula biolégica, se
adaptan a su superficie, en particular cuando dichas moléculas son voluminosas.
Dichos “tentdculos” aumentan la velocidad de unién a una molécula bioldgica;

confieren mayor selectividad-capacidad (que puede aumentar por el largo de la
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cadena) por la mayor area superficial producida; brindan un efecto cooperativo y

tienen la particularidad de “imitar” a los polimeros en solucién (21).

(A) 5 a % (8)

‘Grafting to’ ‘Grafting from’

Figura 4.3 Esquema de reacciones de “grafting to” y “grafting from” sobre

una superficie polimérica

Variados sistemas para lograr el control de las propiedades de la superficie,
estdn disefiados con polimeros. A veces, sus superficies son modificadas con
sustancias bioactivas tales como las enzimas. Esta tecnologia se utiliza en el campo
de la biomedicina para la separacién, purificacion, diagndstico y anélisis (22-28).

Las enzimas son especies poliméricas naturales que se caracterizan por tener
alta actividad, especificidad, selectividad y capacidad de catalizar muchas reacciones,
bajo condiciones suaves y compatibles con el medio ambiente. Actualmente, el uso
de enzimas aplicadas a la sintesis orgénica estd creciendo. Los compuestos que son
particularmente dificiles de preparar por métodos de la sintesis clésica, son a veces
faciles de obtener con la ayuda de enzimas. Estas, han demostrado ser eficaces,
especialmente para la resolucién de compuestos quirales y proporcionan una
alternativa sostenible a los catalizadores tradicionales. Sin embargo, el proceso de

extraccidon y purificacién de la enzima usada como catalizador es caro y complejo.
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Ademaés, debido a su inestabilidad en solucidon, pierde la actividad después de unas
pocas horas.

A pesar de sus ventajas, hay bio-catalizadores que no suelen ser utilizados en
procesos industriales. Las razones se relacionan con su alto costo, con la dificultad de
la purificaciéon del producto, por la inestabilidad de las enzimas y porque, ademas,
no permiten su reutilizacién. Por lo tanto, se estdn analizando diferentes formas de
mejorar el rendimiento de las enzimas.

La inmovilizacién de una enzima en un soporte sélido adecuado, puede
permitir la recuperacidn y reutilizacién de la enzima facilitando la separacién de los
productos, generando asi una tecnologia de proceso de bio-conversién
econémicamente viable. Ademas, se puede obtener un producto no contaminado
con la enzima, y lograr el incremento de la estabilidad operacional del
biocatalizador (29-35). Las enzimas inmovilizadas estan protegidas por la matriz
sélida, ya que limita sus cambios conformacionales, disminuyendo la posibilidad de
variaciones en sus propiedades. Para la formacién de estos sistemas, se cuenta con
diferentes métodos y una gran variedad de soportes poliméricos. Por ejemplo,
pueden ser adsorbidas sobre polimeros insolubles, encapsuladas en geles,
incorporadas en forma de reticulacién con un reactivo bifuncional y acopladas
covalentemente o atrapadas dentro de una matriz polimérica insoluble en forma de
hidrogel (30, 36-44).

Las lipasas (glicerol-éster hidrolasas; EC 3.1.1.3) son enzimas que se
encuentran en animales, plantas y microorganismos. Son probablemente los
biocatalizadores con uso mas extendido por sus propiedades. Pueden catalizar la
hidrdlisis o sintesis de un grupo amplio de ésteres carboxilicos. También, bajo
determinadas condiciones, pueden catalizar otras reacciones quimicas como
transesterificacion, alcoholisis, aciddlisis y aminolisis. Una caracteristica de las lipasas,
es que son enzimas solubles en agua, que actlan sobre sustratos insolubles vy
agregados. Constan de entre 270 y 641 aminodcidos, tienen pesos moleculares que
oscilan entre 20 y 60 kDa y sus puntos isoeléctricos se encuentran entre 3,8 y 7,3.

Las lipasas presentan un dominio estructural compuesto por ocho cadenas B que
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forman una hoja B. Estas cadenas estdn conectadas por hélices a, que quedan
empaquetadas a ambos lados de la hoja B. Este nicleo central es el responsable
directo de la actividad catalitica y define el plegamiento a/B-hidrolasa (32, 45-47).

La lipasa de Candida rugosa, también conocida como Candida cylindracea es
una de las mas utilizadas en biotransformaciones. Es de estructura tridimensional,
tiene un peso molecular de 60 kDa y un punto isoeléctrico de 4,80-5,04. Se
comercializa en diferentes preparados enziméticos que contienen un porcentaje
proteico bajo (aproximadamente un 16% de proteinas). Estos preparados se
diferencian en la actividad enzimética pero no en la estereoselectividad de esta
lipasa (47).

Un hidrogel tipico, capaz de absorber e hincharse en agua manteniendo su
forma hasta que se alcanza un cierto equilibrio, puede crear un medio o un
microambiente adecuado para la proteccién de la enzima (38-46; 48-50). En los
altimos afios, la inmovilizacién de la lipasa de Candida rugosa en hidrogeles, ha sido
estudiada con diferentes propdsitos. Como ejemplo, hay antecedentes de su
inmovilizacién en hidrogeles sensibles al pH y a la temperatura, basados en NiPA y
acido itacénico (Al). Los hidrogeles, que fueron sintetizados en presencia de la
lipasa, demostraron eficiencia de hasta 95 % en la carga de la proteina. La mayor
actividad fue lograda para las muestras con la mayor cantidad de Al y de lipasa
inmovilizada, cuando la actividad especifica de la lipasa fue alrededor de 38 Ul/g
(51). Posteriormente, un sistema similar al descripto, fue utilizado para catalizar la
sintesis de n-amil isobutirato (52). En condiciones optimizadas, el rendimiento del
éster resulté mayor al 90%, lograndose a las 48 h de reaccién. La estabilidad del
sistema en la reaccion de esterificacion resulté ser atractivo, con una actividad
residual de 67,4 %.

La misma enzima fue inmovilizada por atrapamiento durante la reaccién de
polimerizacién de un hidrogel de poli (N-vinil-2-pirrolidona-co-estireno) [poli (PVP-
co-ST)] usando etilenglicoldimetacrilato (EGDMA) como agente entrecruzante (53).

Los productos con la enzima inmovilizada, se utilizaron en la reaccién de
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esterificacion de &cido oleico y butanol en hexano. La actividad de la enzima
inmovilizada result6 alta, al igual que la estabilidad térmica y al disolvente usado.

Por otro lado, geles derivados de polisacéridos (agarosa, alginato y CS)
fueron seleccionados para inmovilizar la lipasa Candida rugosa por atrapamiento.
Los geles de agarosa mostraron hinchamiento indeseable y desintegracion, en el
medio usado para el ensayo de actividad. En los geles de alginato y CS, la enzima
fue inmovilizada exitosamente, mostrando eficiencia de hasta 40-50%. La actividad
enzimatica resulté mayor en los geles de CS en comparacién con los de alginato.
Esta situacién, puede ser debida posiblemente a interacciones fisicas o idnicas que
ocurren entre la enzima y el alginato (54). Por su lado, dos tipos de CS fueron
usados para la inmovilizacién de la lipasa, por medio de activacién de los grupos
hidroxilo con carbodiimidas. Las propiedades de la lipasa inmovilizada usando
particulas de CS, en estado seco y himedo, fueron analizadas y comparadas. Segin
los resultados del estudio, la inmovilizacién aumenta la estabilidad de la enzima
hacia cambios de pH y temperatura. Cuando la enzima se encuentra inmovilizada
sobre CS en estado himedo, la estabilidad de almacenamiento y la actividad
enzimatica aumentan notablemente. En ambos casos, estado seco y himedo, la
lipasa inmovilizada retuvo 78 y 85 % de la actividad, respectivamente, luego de
varios ciclos (55).

Esta parte del trabajo de tesis, se centré en la sintesis, modificacién y
estudio de las propiedades de nuevos hidrogeles obtenidos por co-polimerizacién
radicalaria, a partir de: N-acriloil-tris (hidroximetil) aminometano (NAT) y 2-
aminoetil metacrilato (AEMA), usando BIS como agente entrecruzante. Los
hidrogeles fueron caracterizados y modificados, para la posterior inmovilizacién de
la lipasa Candida rugosa. Con este fin, la matriz NAT-co-AEMA se modificé de dos
maneras diferentes. Por un lado, se incorporaron grupos epdxido directamente
sobre la matriz, para la posterior inmovilizacién de la enzima. Por otro lado, se
realizaron reacciones de injerto sobre la matriz, mediante la incorporacién de
AEMA, y luego, de grupos epdxido para inmovilizar la enzima. Estas modificaciones

llevadas a cabo a partir de soportes activados con grupos epdxido, resultaron
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simples para la inmovilizacién de la enzima (56-57). Los grupos epdxido pueden
reaccionar facilmente con enzimas que contienen grupos amino, dando un enlace
estable. La actividad hidrolitica de la enzima de las matrices resultantes se determiné
a partir de la hidrdlisis de palmitato de p-nitrofenilo (p-NPP).

De esta manera, se logré una importante innovacién en la comparacién en la
eficiencia de la actividad de la enzima cuando fue inmovilizada sobre grupos
funcionales en la superficie de la matriz con aquellas que contenian el mismo grupo
funcional pero formando parte de las cadenas polimericas formadas a partir de

reacciones de grafting o injerto.

4.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.2.1. REACTIVOS

Los siguientes compuestos fueron utilizados: N-[tris(hidroximetil)metil]-
acrilamida (NAT; Aldrich); 2-aminoetil metacrilato (AEMA; Aldrich); N, N'-metilen
bisacrilamida (BIS; Mallinckrodt); persulfato de amonio (APS; Anedra);
tetrametiletilendiamina 99% (TEMED; Anedra); epiclorhidrina (ECH; Mallinckrodt);
1,4 butanodiol diglicidil éter (BDGE; Sigma); lipasa Candida rugosa (Lip;
Biochemika); reactivo de Ellman's (Aldrich); reactivo de Bradford (Sigma-Aldrich);
sulfato de amonio cérico [Ce(IV)] (Merck) y palmitato de p-nitrofenilo (p-NPP;
Sigma-Aldrich).

4.2.2. SINTESIS DE LOS HIDROGELES

Para la sintesis de las matrices se colocaron los monémeros AEMA y NAT v el

agente entrecruzante BIS en agua Milli-Q en un tubo de vidrio (14 mm de didmetro
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interno y 15 cm de largo), utilizado como reactor de polimerizacién. La solucidn se
agité durante 15 min por medio de un bafo de ultrasonido hasta obtener un
aspecto homogéneo. Luego, a cada solucién se le incorporé el iniciador (APS, 0,01
g) y el activador (TEMED, 0,1 ml) dejandola reaccionar durante 24 h, a
temperatura ambiente. La Tabla 4.1 resume las condiciones experimentales usadas
para obtener los productos. Alli, se detalla la nomenclatura de cada producto, segiin
las proporciones (en %) de cada mondémero y su nombre abreviado. Una vez
obtenidos los hidrogeles, los tubos de vidrio se rompieron para extraer el producto
obtenido, en forma de barras poliméricas. Estas, fueron posteriormente cortadas con
un bisturi, en discos de aproximadamente 3 mm de espesor y 14 mm de didmetro.
Posteriormente, fueron lavados exhaustivamente con agua a temperatura ambiente,
durante 24 h. Por dltimo, se secaron a 45 °C, hasta peso constante. El producto
NAT 100% (TO), contiene sélo NAT (3,00 mol x 10-3) y BIS (1,69 mol x 10-3) en su
estructura. Fue estudiado y comparado posteriormente con los productos TOB y
TOC obtenidos usando mayores proporciones de BIS (3,38 y 5,07 mol x 103,
respectivamente) y similares condiciones de reaccién de tiempo, temperatura y

volumen de agua, usadas para NAT 100% (TO).

Tabla 4.1. Condiciones experimentales de sintesis para los productos

Nomenclatura del Hidrogel Nom-b re NAT AEMA BIS H.0
abreviado | (mol x 103) | (mol x 10-3) | (mol x 104) | (mL)
NAT 100% TO 3,00 - 1,69 4
NAT 96%-co-AEMA 4% T1 2,78 0,22 1,69 4
NAT 86%-co-AEMA 14% T2 2,60 0,40 1,69 4
NAT 80%-co-AEMA 20% T3 2,40 0,60 1,69 4
NAT 70%-co-AEMA 30% T4 2,06 0,94 1,69 4
NAT 55%-co-AEMA 45% T5 1,75 1,25 1,69 4

NAT:N-[tris(hidroximetil)metil]-acrilamida; AEMA:2-aminoetil metacrilato; BIS:N,
N'-metilen bisacrilamida

4.2.3. DETERMINACISN DE LOS PARAMETROS DE RED
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El indice de hinchamiento en estado de equilibrio, qw, fue determinado de
acuerdo a la ecuacién 2.1 (Capitulo 2). Para determinar my,., las muestras secas (m;)
fueron colocadas en agua destilada y se mantuvieron a 25 °C hasta su maximo
hinchamiento. Para ello, las muestras hinchadas se fueron retirando del bafio de
agua en intervalos regulares de tiempo, se secaron superficialmente con papel tissue,
para obtener sus masas en una balanza electrénica. Posteriormente las muestras se
colocaron nuevamente en el bafio, y asi sucesivamente hasta que se logré peso
constante.

El indice de hinchamiento en estado relajado, qr (después de la preparacién)
se determiné de acuerdo a la ecuacién 2.2 (Capitulo 2).

La fraccién de volumen de la red de polimero en el estado relajado
(inmediatamente después de la sintesis del polimero, pero antes del hinchamiento),
V., se obtuvo de la ecuacién 2.5 (Capitulo 2), donde p; es la densidad del polimero,
y p2 es la densidad del agua (1,0 g/mL). La determinacién de la densidad de los
hidrogeles se realizé6 midiendo el peso en heptano usando el principio de
Arquimedes (58-59).

Dicho pardmetro fue también calculado en forma tedrica, a partir de la
ecuacién 2.6 (Capitulo 2). Vr es el volumen promedio molar de las unidades
repetidas del polimero, que se calcula segin la ecuacién 2.7 (Capitulo 2). En este
caso, M, es la masa molecular de AEMA, f; es la fraccion molar de AEMA, M, es la
masa molecular de NAT vy f, es la fraccién molar de NAT en el sistema.

La fraccion de volumen de la red de polimero en el hidrogel hinchado en el
equilibrio (Vs) se calculd segln la ecuacién 2.8 (Capitulo 2).

El peso molecular de Ila cadena de polimero entre puntos de
entrecruzamiento, Mc, se calculé de acuerdo a la ecuacién 2.10 (Capitulo 2), basada
en el modelo de red de Phantom (60). En este caso, ¢ es 4, V, es el volumen molar
del agua (18 mL / mol) y X (parédmetro de interaccién de disolvente de polimero), se
calcula utilizando la ecuacién 2.11 (Capitulo 2) (61).

Ademads, el tamano de poro de la red ¢ se calculé usando la ecuacién 2.12

(Capitulo 2), en la que Cn es la relacién caracteristica de Flory del polimero lineal
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(7,6 para AEMA) y | es el largo de la cadena del polimero (1,54 A para polimeros

vinilicos) (62). Este pardmetro fue determinado a 25 °C.

4.2.4. ESTUDIOS REOLOGICOS

Las medidas reoldgicas se realizaron en un redmetro rotacional Physica MCR
301, Antor Paar TA Instrument Inc. Para realizar los estudios, los hidrogeles se
hincharon en agua Milli-Q durante 24 h, hasta el equilibrio, a 20 2C. Los mé&dulos
elastico, G’ y viscoso, G” de las muestras se midieron en el reémetro rotacional,
usando placas en paralelo de 8 mm de didmetro con una separacién de 2 mm,
aproximadamente. Los barridos de amplitud fueron realizados a una frecuencia de
10 s, a 20 °C, para determinar los valores de G’ y la RVL. Posteriormente, los
barridos de frecuencia fueron realizados a una deformacidn constante,
correspondiente a la RVL de cada muestra, a temperatura constante. Las muestras
fueron estudiadas en un amplio rango de frecuencias (0,1 a 100 s') para determinar
el comportamiento viscoelastico de los hidrogeles. Cabe destacar que no se

encontrd evidencia de deshidratacién durante las pruebas.

4.2.5. MODIFICACION DE LOS HIDROGELES

4.2.5.1. Incorporacién de grupos epoéxido

Después de la purificacién de los hidrogeles, la cantidad de grupos amino se
determind colorimétricamente utilizando el reactivo de Ellman (63). A
continuacién, los hidrogeles (100 mg) se modificaron con ECH en una relacién (en
equivalentes) de 16:1, de grupos epdxido por grupo amina, respectivamente, en 4
mL de NaOH 0,6 M, durante 24 h, a temperatura ambiente. Por otro lado, se usé
BDGE, en una relacién (en equivalentes) de 16:1, de grupos epdxido por grupo
amina, respectivamente. La reaccién se llevé a cabo en 4 mL de NaOH 0,6 M,
durante 8 h a temperatura ambiente. El objetivo de ambas reacciones fue asegurar

la presencia de grupos epdxido para la subsiguiente inmovilizacién de la enzima
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(38). El hidrogel TO, también fue modificado con ambos reactivos, mientras que
TOB y TOC solo fueron modificados con BDGE. En este caso, los hidrogeles se
hicieron reaccionar con la misma proporcién de ECH o de BDGE que se utilizé para
T1. La cantidad de equivalentes de grupo epdxido se determiné usando el método
de HCl/piridina (64). En este medio, el HCl produce la apertura del anillo. Todas las
determinaciones fueron realizadas por duplicado. Para ello, 100 mg de polimero
seco se pusieron en contacto con 3 mL de una solucién de HCI 0,06 M, en piridina,
con agitacion, a reflujo, por 1,5 h. Una vez transcurrido el tiempo de reaccién, se
dejé enfriar la mezcla y se agregaron 2 mL de metanol a través del refrigerante para
arrastrar posibles restos de HCl. Para cada una de las muestras, el exceso de HCl fue
cuantificado titulando la mezcla de reaccién con una solucién de NaOH 0,06 M, en
presencia del indicador fenolftaleina. La cantidad total de HCI agregada se
determiné mediante la titulacién de un blanco de 1 mL de la solucién de HCIl/
piridina. De esta manera, empleando el volumen consumido de NaOH, se calcul6 el
namero de moles de HCI en exceso y asi, el nimero de moles de grupo epdxido en

cada muestra (ecuacién 4.1).

Moles epdxido — moles yci total - MOlES el exceso  (4.1)

4.2.5.2. Reacciones de injerto

Las reacciones de injerto se llevaron a cabo sobre la matriz T3, utilizando
AEMA como mondémero de injerto. Las reacciones se realizaron bajo atmdsfera de
N,, en un balén de 3 bocas de 250 mL, equipado con un refrigerante de reflujo y
agitador mecénico. La matriz seca, previamente pesada (200 mg) fue colocada en
un balén con 40 mL de agua por g de matriz, durante 24 h, hasta lograr su
hinchamiento maéaximo. Luego, el balén se colocé en un bafo, a temperatura
constante de 30 °C, se purgd el contenido con N, durante 1 h manteniendo el
sistema cerrado y se agregd 5 mL una solucién de 0,05 M de sulfato de amonio

cérico, Ce (IV), en HNO; 0,4 M, utilizando una jeringa. Posteriormente, el sistema
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se purgd con N, nuevamente bajo agitacion. El mondémero se adiciond con una
jeringa, 30 min después de agregar el iniciador. El hidrogel fue modificado con tres
concentraciones finales diferentes del monémero AEMA [0,03; 0,06 y 0,18 M]. Se
dejé reaccionar durante 2,5 h y la posterior purificacion se realizd lavando
exhaustivamente los productos con agua Milli-Q, manteniendo la agitacién. El
porcentaje de injerto (% G) se determind gravimétricamente utilizando la ecuacién
4.2, donde m,,, corresponde a la masa del sustrato modificado y m,, corresponde a

la masa del sustrato antes de la reaccién de modificacién.

% G = [(Mpg - M) / My] x 100 4.2)

Los hidrogeles injertados se caracterizaron por FT-IR. Cada muestra (3 mg) se
mezclé con KBr seco para posteriormente hacer las pastillas y realizar el estudio en
un equipo Nicolet 5-SXC FT-IR. Luego de la reacciones de injerto sobre T3, se
realizé la posterior modificacion con ECH utilizando el mismo procedimiento
descripto anteriormente en 4.2.5.1. Sus equivalentes de epdxido se determinaron

también usando el método de HCl/piridina (64).

4.2.6. INMOVILIZACION Y CUANTIFICACION DE LA ENZIMA LIPASA
CANDIDA RUGOSA

La inmovilizacién de la enzima se llevd a cabo colocando cada una de las
matrices (1 g aproximadamente) en contacto con 3,9 mg de lipasa a partir de una
solucién de 1 mg/mL de lipasa en buffer fosfato 0,05 M (pH 7,25) durante 24 h. La
cuantificacién de lipasa unida a los hidrogeles, se determind por diferencia de la
proteina no unida (en el sobrenadante) con respecto a la proteina total,
correspondiente a la concentracién inicial. Luego de la reaccién de inmovilizacién
de la enzima, los hidrogeles se lavaron exhaustivamente con agua Milli-Q. Las

concentraciones de la enzima fueron determinadas usando el reactivo de Bradford.
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La determinacién de proteinas por este método consiste en la cuantificacién de la
unién de un colorante, el Azul de Coomassie G-250, a la proteina, comparando esta
unién con la de diferentes cantidades de una proteina estdndar (albimina de suero
bovino). La cuantificacibn se hace midiendo la absorbancia en un
espectrofotébmetro, a 595 nm, y graficando la absorbancia vs la concentracién de
proteinas, obteniendo una curva de calibracién de la proteina estdndar. Con esta
curva de calibracién, se puede interpolar la concentracién de proteinas en una

muestra al medir su absorbancia a 595 nm.

4.2.7. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad enzimética se determind a partir de la hidrdlisis del sustrato
palmitato de p-nitrofenilo (p-NPP). Para dicho ensayo, 0,2 g de p-NPP se
disolvieron en 100 mL de etanol a temperatura ambiente. Luego, 0,1 mL de lipasa
libre (0,1 mg/mL) o 300 mg del hidrogel con la enzima inmovilizada, fueron
incubados 1 h en 4 mL de buffer fosfato 0,05 M (pH 8,00) a 37 °C, seguido por la
adicion de 4 mL del sustrato (disuelto en etanol). Después de 5 min, la reaccién se
termind mediante la adicién de 2 mL de solucién acuosa de Na,CO; (0,25 M)
seguido por centrifugacién, durante 20 min. El aumento en la absorbancia a 410
nm, provocada por la liberacién de p-nitrofenol en la hidrélisis de p-NPP, se midid
espectrofotométricamente a partir del sobrenadante extraido de los medios de
reaccion. La cuantificacién se realizé utilizando una curva de calibracién de acuerdo

a la ley de Lamber-Beer.

4.2.8. ALMACENAMIENTO Y REUSABILIDAD

La actividad remanente de la enzima libre e inmovilizada, fue medida

utilizando las condiciones experimentales descriptas anteriormente. La actividad
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remanente se ensayd después del almacenamiento de los productos TO-BDGE-Lip;
T5-BDGE-Lip; T3-g-AEMAI1-ECH-Lip; T3-g-AEMA2-ECH-Lip y T3-g-AEMA3-ECH-Lip
durante tres semanas en buffer fosfato (0,05 M, pH 8,0) a 4 °C.

4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 4.4 muestra las férmulas de los materiales de partida (mondmeros y

entrecruzante) utilizados para la preparacién de los hidrogeles.

HO.

OH o o)
0 gﬁ NA A
(o} HO | N N
}" o ~NH2 HN N N
o]
AEMA NAT BIS

Figura 4.4 Estructura quimica de los monémeros y el agente entrecruzante

de partida para la preparacién de los hidrogeles

4.3.1. PARAMETROS DE RED

La estructura de la red polimérica se caracterizd en funcién de sus principales
parametros: indice de hinchamiento en estado de equilibrio (qw); densidad (p);
fraccién de volumen de la red de polimero en el estado hinchado (V.s); fraccidon de
volumen de la red de polimero en el estado relajado (V,,); pardmetro de interaccién
de polimero-disolvente (X); peso molecular efectivo de la cadena de polimero entre
los puntos de entrecruzamiento (M¢) y el tamafo de poro de red (§) (40, 65).

Dichos parédmetros se resumen en la Tabla 4.2.
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Tabla 4.2. Resumen de los principales pardmetros de red de los productos T1-T5

P M. g
Hidrogel w Vo Vs, Vo,® P
= | mu * 104(/gmol) (nm)

T1 10£1| 1,55 0,092 | 0,093 0,085 0,5305 6,39 20
T2 12+1| 1,55 0,084 | 0,090 0,084 0,5281 8,52 40
T3 15+1| 1,55 0,057 | 0,088 0,084 0,5191 36,3 90
T4 19+1| 1,55 0,034 | 0,086 0,084 0,5113 103 160
T5 22+1| 1,55 0,025 | 0,082 0,083 0,5083 793 560

a-v,, : valor experimental; b-v,, :valor tedrico

Como se puede observar en la Tabla 4.2, a medida que aumenta la
proporcién de NAT en los hidrogeles (siendo T1 el que tiene mayor cantidad de
NAT; Tabla 4.1), qw disminuye. Esto es debido posiblemente a que la presencia de
los tres gupos hidroxilo presentes en el mondmero NAT podria causar uniones
fisicas intra-moleculares a través de la formacién de enlaces puente hidrégeno. Estas
uniones actian como entrecruzamientos fisicos dentro de la red provocando
también disminucidn en las interacciones de los mondmeros presentes con las
moléculas de agua. La incorporacién de AEMA como co-mondémero en las redes,
estaria evitando o disminuyendo la posibilidad de las interacciones intra-moleculares
entre los grupos hidroxilo del mondédmero NAT. Posiblemente, se interpone en la
estructura de la red, permitiendo la obtencién de redes més expandibles, en
concordancia con los resultados obtenidos por otros autores (66). Por lo tanto, el
aumento de la proporciéon del monémero AEMA, dentro de la red polimérica,
genera disminucidn en los valores Vs e incremento en los valores de los pardmetros

qw, Mcy €.

4.3.2. CARACTERIZACISN REOLG6GICA

La Figura 4.5 muestra el barrido de amplitud para cada muestra. Se

determiné el rango de deformacién, donde la misma es impuesta a la estructura de
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los hidrogeles en los experimentos reolégicos de manera completamente reversible.
Después de medir el RVL, se selecciond un rango de valor apropiado de amplitud,
de aproximadamente 1%. Este, se mantuvo constante cuando se realizd el barrido
de frecuencia (Figura 4.6). En el barrido de frecuencia, la variacién de G' y G" de las
matrices se determind en funcién de la frecuencia, a temperatura ambiente. El
mddulo de almacenamiento G' aumentd ligeramente, siendo mayor que G" para
todas las muestras en el rango de frecuencia ensayado. Esto indica que el
comportamiento elastico del material es més fuerte que la respuesta viscosa,

mostrando un comportamiento predominantemente sélido.
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Figura 4.5 Barrido de amplitud para cada muestra (T1-T5)

En general, cuando se comparan hidrogeles, con la misma composicién vy
diferente grado de entrecruzamiento, aquellos de mayor grado de entrecruzamiento
y menor hinchamiento son los que suelen presentar mejores propiedades mecénicas.
En este caso, la situacidn es diferente, porque los productos se prepararon con la

misma proporcién de agente entrecruzante (Tabla 4.1), pero con diferente
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composicion de monémeros (NAT y AEMA). Los grados de hinchamiento resultaron
influenciados, en gran medida, segin la composicion, ya que T1 y T5, contienen la
menor y la mayor proporciéon de AEMA, respectivamente. En este caso particular, se
observé que G' incrementd con el aumento de la proporciéon de AEMA en los

productos, indicando un aumento en la rigidez de los materiales.
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Figura 4.6 Barrido de frecuencia para cada muestra (T1-T5)

4.3.3. MODIFICACION DE LOS HIDROGELES

4.3.3.1. Incorporacién de grupos epoéxido

La modificacién directa de los hidrogeles se llevé a cabo con epiclorhidrina
(ECH) o 1,4 butanodiol diglicidil éter (BDGE). El objetivo fue incorporar grupos
epdxido en las estructuras para posteriormente inmovilizar la enzima y para evaluar

la influencia de la longitud de la cadena en su inmovilizacién. Por lo tanto, se
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modificaron dos tipos de materiales: la matriz TO, que contiene sélo grupos
hidroxilo (con ECH y BDGE para producir TO-ECH y TO-BDGE, respectivamente) y
las matrices T2-T5, que contienen grupos amino e hidroxilo (con ECH y BDGE para
dar (T2-T5)-ECH y (T2-T5)-BDGE, respectivamente).

Las reacciones de los grupos hidroxilo con ECH o BDGE, en medio basico se
presentan en la Figura 4.7. Como ejemplo, Hermanson y colaboradores
presentaron la reaccién de activacion de grupos hidroxilo presentes en Sepharose 4B
con ECH para producir Sepharose 4B-ECH (Figura 43.7 a) (67). A su vez,
bisoxiranos, como BDGE, reaccionan con polimeros hidroxilicos para producir
derivados que contienen una cadena hidrofilica larga con un grupo epdxido
reactivo en el extremo. Dicho agente, actla, a su vez, como “brazo espaciador”
(Figura 4.7 b). El enlace entre el bisoxirano y la matriz es un enlace éter estable,
mientras que el otro extremo proporciona un grupo funcional apto para
acoplamiento o unién de una molécula, llamada también “ligando”. Este terminal
con grupo epdxido puede reaccionar, entonces, con ligandos que contienen grupos
hidroxilo, amina o tiol (67).

Las reacciones llevadas a cabo para incorporar grupos epdxido en las matrices
se llevaron a cabo a través de diferentes ensayos hasta alcanzar los mejores
resultados. Sin embargo, fueron realizadas teniendo en cuenta las condiciones
experimentales estudiadas en el grupo de investigacién, sobre otras matrices
poliméricas que condujeron a buenos resultados (68-70).

Por otro lado, los grupos epéxido reaccionan con nucledfilos (tales como
compuestos que contienen grupo amina) a través de la apertura del anillo en medio
bésico para dar el producto final. Diferentes autores reportaron ensayos para llevar
a cabo la reaccién entre compuestos que contienen grupos amina con matrices que

contienen grupos epéxido, en diferentes condiciones experimentales (71-73).
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Figura 4.7. Mecanismo de incorporacién de grupos epéxido en matrices con:

(a) ECH y (b) BDGE

Como se ve en la Tabla 4.3, hay una proporcién importante de AEMA

incorporada en las estructuras (T2 - T5) ya que, aumenta la cantidad de grupos
amino en cada matriz, sus indices de hinchamiento (qw) y la cantidad de grupos
epdxido producidos por modificacién con ECH o BDGE (T2-ECH - T5-ECH y T2-
BDGE - T5-BDGE). La matriz que contiene sélo grupos hidroxilo (TO) también se
modificé con ECH y BDGE para producir TO-ECH y TO-BDGE, respectivamente.
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Tabla 4.3. Cuantificacién de los grupos funcionales y variacién de las proporciones

de hinchamiento

Producto Grupos amino Grupos epéxido qw
(mol x 104/g) (mol x 104/g)
TO - - 81
TO-ECH - 3,1 341
TO-BDGE - 1,9 42=+1
T2 0,71 - 12+1
T3 1,10 - 15+1
T4 1,81 - 191
T5 2,05 - 22+1
T2-ECH N.D. 1,8 281
T3-ECH N.D. 2,6 22+1
T4-ECH N.D. 3,6 16=+1
T5-ECH N.D. 3.9 12+1
T2-BDGE N.D. 1,8 271
T3-BDGE N.D. 2,5 26+1
T4-BDGE N.D. 3,5 24+1
T5-BDGE N.D. 4,3 231

N.D.: no determinado

El producto TO (cuya composiciéon corresponde a un 100% de NAT
entrecruzado con BIS) alcanzé un valor bajo de qw probablemente debido a la
interaccién intra-molecular de enlace de puente hidrégeno por sus tres grupos
hidroxilo, como se describié anteriormente. Cuando estos grupos reaccionaron con
ECH o BDGE, se formaron grupos epdxido y la posibilidad de dichas interacciones
fisicas intra-moleculares fue probablemente disminuida, favoreciendo la expansién
de la red. Por otro lado, la disminucién de qw en los productos T4-ECH y T5-ECH
(obtenidos a partir de T4 y T5, respectivamente), podria surgir de posibles

entrecruzamientos covalentes, aunque se mantuvo una alta cantidad de grupos
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epoxido presentes. La modificacion con BDGE provocd aumento en qw en la
mayoria de los casos debido a que, como se describié anteriormente, es menos
probable que ocurran las interacciones fisicas intra-moleculares y porque, ademas, el
aumento de la longitud de la cadena en todos los casos podria inhibir la formacién

de enlaces entrecruzados.

4.3.3.2 Reacciones de injerto

Como ya se comentd anteriormente, sistemas redox usando reactivos tales
como nitrato de amonio cérico y persulfato de potasio, suelen ser utilizados para
llevar a cabo reacciones de “grafting from™ para producir los sitios radicales libres en
variados tipos de polimero (74). El uso de iones cérico para iniciar reacciones de co-
polimerizacién por injerto de mondmeros vinilicos sobre polimeros sintéticos y
naturales, ha sido reportado en varias referencias bibliogréaficas (75-77). La reaccién
de injerto procede a través del mecanismo redox, en el cual, los iones Ce(lV) se
reducen a iones Ce(lll) (Figura 4.8), por transferencia de electrones desde los grupos
hidroxilo de la molécula, generando los sitios radicales libres en la superficie en la
que el mondmero agregado atacard para formar co-polimeros de injerto, llamados

también “tentaculos” (78-80).
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Figura 4.8 Mecanismo de reaccion de injerto de un monémero (acido
acrilico) sobre un polimero con grupos hidroxilo, usando Ce(lV)
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El método de iniciacidon redox usando Ce (IV) para las reacciones de injerto
fueron llevadas a cabo sobre el producto T3, variando la concentracién de AEMA
(0,03-0,18 M). El producto T3 fue seleccionado porque presentd valores
intermedios de: indice de hinchamiento en estado de equilibrio, peso molecular
entre puntos de entrecruzamiento, tamafno de poro de la red, cantidad de grupos
amina y buenas propiedades mecénicas.

Los resultados de esta modificacién se resumen en la Tabla 4.4. La ganancia
en el peso de los productos finales T3-g-AEMA 1-3 da una fuerte evidencia de la
incorporacién de AEMA por injerto sobre el producto T3. Como se observa en la
Tabla 4.4, el aumento en la concentracién de mondémero afadido en el medio de
reaccién, elevd el porcentaje de injerto producido (% G).

Los indices de hinchamiento en estado de equilibrio, qw se determinaron
nuevamente (después de las reacciones de injerto en T3) y no se observaron
cambios significativos respecto a la matriz inicial, por lo que probablemente las

reacciones de injerto no estarian cambiando las propiedades dentro de la matriz.

Tabla 4.4. Porcentaje de injerto logrado sobre producto T3

Producto Concentracién de AEMA G
(M) (%)

T3-g-AEMA 1 0,03 7.2
T3-g-AEMA 2 0,06 17,5
T3-g-AEMA 3 0,18 92,4

AEMA: 2-aminoetil metacrilato; G (%): porcentaje de grafting

Las matrices injertadas se analizaron mediante FT-IR (Figura 4.9). Los
espectros muestran aumento relativo de las bandas a 1735 cm™ correspondiente a la
vibracién de estiramiento del grupo carbonilo (C=0, del grupo éster de AEMA) vy
en 1385 cm™ correspondiente a la vibracién de deformacién de CH (de C-CHj; del
grupo metilo de AEMA) con respecto a la banda de estiramiento de carbonilo (C =

O, del grupo amida) a 1650 cm'', a medida que aumenta el porcentaje de injerto.
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Figura 4.9 Espectros IR de los hidrogeles T3 y T3 modificados por injerto

4.3.4. CUANTIFICACION DE LA ENZIMA UNIDA Y DETERMINACION DE
LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La actividad de la enzima inmovilizada sobre las matrices se determind a

partir de la hidrdlisis de palmitato de p-nitrofenilo (Figura 4.10).

N
g E p-nitrofenol palmitato (p-NPP) ‘O‘
{Q Q
Q. e
Acidograso  + //N oH
o)

Hidrogel + lipasa p-nitrofenol

Q@ LIPASA

Figura 4.10. Esquema de la determinacion de la actividad de lipasa mediante
la hidrélisis de palmitato de p-nitrofenilo
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La Tabla 4.5 resume la cantidad de enzima inmovilizada sobre los hidrogeles

previamente modificados con grupos epdxido.

Tabla 4.5. Cantidad de enzima inmovilizada sobre los productos y actividad

enzimatica
Lipasa Actividad de la
Lipasa® inmovilizada lipasa Actividad®

Producto (mg) (mg/g inmovilizada (%)

hidrogel) (Ux10-%/g

hidrogel)
TO-ECH-Lip 3,9 1,30 42,5 40,8
T2-ECH-Lip 3,9 1,54 14,0 11,4
T3-ECH-Lip 3,9 1,93 16,0 8,3
T4-ECH-Lip 3,9 1,80 12,0 8,3
T5-ECH-Lip 3,9 1,67 16,0 12,0
TO-BDGE-Lip 3,9 0,74 53,0 89,5
T2-BDGE-Lip 3,9 1,28 47,0 45,9
T3-BDGE-Lip 3,9 1,71 63,0 46,0
T4-BDGE-Lip 3,9 1,30 80,0 57,5
T5-BDGE-Lip 3,9 1,33 94,0 88,3
T3-g-AEMA 1-ECH-Lip 3,9 1,59 16,0 12,6
T3-g-AEMA 2-ECH-Lip 3,9 1,20 27,5 28,6
T3-g-AEMA 3-ECH-Lip 3,9 0,75 52,0 86,7

a)Cantidad de lipasa Candida rugosa en contacto con 1 g de polimero.

b)Porcentaje de actividad de 1 mg de enzima inmovilizada con respecto a 1 mg de
enzima libre, tomando en cuenta que 1 mL de lipasa libre (0,4 mg de enzima), tiene
una actividad de 32 U x 102.

Los resultados mostraron aumento de la actividad en aquellos sistemas en los
que la enzima estd inmovilizada a través de BDGE, en comparacién con lo realizado
a través de ECH, posiblemente debido a la longitud de cadena. La enzima acoplada

a los hidrogeles modificados con BDGE, cuyo brazo espaciador aleja a la enzima de
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la matriz polimérica tendria mayor libertad de movimiento, lo que permitiria una
mayor probabilidad de interaccién con el sustrato. Las matrices injertadas vy
modificadas con ECH son: T3-g-AEMAT1 -ECH-Lip; T3-g-AEMA 2-ECH-Lip y T3-g-
AEMA 3-ECH-Lip. En este caso, se observd que la actividad de la enzima aumenta
de acuerdo al incremento en el porcentaje de injerto de las matrices, aunque
presentaron menores valores en la cantidad de enzima inmovilizada. En las
reacciones de injerto, el mondmero se incorpora habitualmente en los sitios activos,
generados por el iniciador. El polimero injertado se forma sobre la superficie, lo que
conduciria a la separacién de la enzima de la matriz, permitiendo mejor interaccién
con el sustrato. Por otra parte, en la Tabla 4.5 se muestran los porcentajes de
actividad para cada matriz con respecto a la actividad de la enzima libre. Los
mejores resultados logrados fueron con los productos TO-BDGE-Lip, T5-BDGE-Lip y
T3-g-AEMA 3-ECH-Lip, que conservan 89,5; 88,3 y 86,7% de la actividad
correspondiente a la enzima soluble y libre, respectivamente. Las Figuras 4.11 (a-c)
muestran a modo comparativo estas tendencias, en los gréaficos correspondientes a
la actividad de la enzima inmovilizada usando los hidrogeles modificados con

BDGE, ECH, e injertados con AEMA, respectivamente.

Es importante sefialar que, en todos los casos, los grupos epdxido se
incorporaron con la finalidad de realizar posteriormente el acoplamiento covalente
con la proteina. Sin embargo, se presume que esta inmovilizacién es promovida a
través de la adsorcién fisica de la proteina con otros grupos funcionales vy
permanece en las matrices (como amino o hidroxilo) antes de la unién. Otros
autores informaron el uso de soportes poliméricos multifuncionales que tienen,

ademas, grupos epoxido (81).
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Figura 4.11. Actividad de la lipasa inmovilizada, usando los hidrogeles
modificados con: BDGE (a); ECH (b), y sobre hidrogeles injertados con
AEMA (c)
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4.3.5. ESTABILIDAD DURANTE EL ALMACENAMIENTO Y REUTILIZACION

De lo descripto hasta aqui, es importante remarcar los altos porcentajes de
actividad enzimética alcanzados por los hidrogeles modificados con BDGE y por los
injertados, sobre los que se inmovilizé la lipasa. Ahora bien, uno de los pardmetros
mas importantes a tener en cuenta, cuando una enzima se inmoviliza sobre un
soporte, es su estabilidad durante el almacenamiento y su posterior reutilizacién. La
estabilidad de la lipasa (libre) y de los productos con la enzima inmovilizada, se
midié después del almacenamiento para TO-BDGE-Lip; T5-BDGE-Lip; T3-g-AEMAI-
ECH-Lip; T3-g-AEMA2-ECH-Lip y T3-g-AEMA3-ECH-Lip en buffer fosfato a 4 °C
durante tres semanas.

Los resultados indicaron que TO-BDGE-Lip; T5-BDGE-Lip; T3-g-AEMAI1-ECH-
Lip; T3-g-AEMA2-ECH-Lip y T3-g-AEMA3-ECH-Lip conservaron la actividad
(respecto a la actividad de la lipasa inmovilizada por g de hidrogel) con valores de
70; 60; 98; 97 y 88%, respectivamente. La enzima libre conservd solamente el
40% de su actividad inicial. Con estos resultados, se puede concluir que la
inmovilizacién covalente mantiene definitivamente a la enzima en una posicién

estable, en comparacién con la enzima libre.

4.3.6. REUTILIZACION

Con los resultados obtenidos, se pudo demostrar que la enzima conserva
hasta 89,5 % de actividad con respecto a la enzima libre, como en el caso especifico
de TO-BDGE-Lip. Si bien la actividad de la enzima fue conservada en altos
porcentajes, los productos no fueron lo suficientemente estables mecénicamente
para la reutilizacién en wvarios ciclos. Por lo tanto, se intentd mejorar las
propiedades mecénicas de la matriz TO, que habia presentado muy buenos
resultados (incluyendo los de inmovilizacién de la enzima y el ensayo de actividad).
Para ello, se aumentd la cantidad de agente entrecruzante, obteniéndose los

productos TOB y TOC, que fueron analizados por reologia (Figuras 4.14 y 4.15). Se
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comprobd que, a medida que se incrementé la cantidad del agente entrecruzante,
aumentd consecuentemente la componente sélida del hidrogel ya que los valores de
G’resultaron mayores. Estos productos, fueron modificados con BDGE, para

inmovilizar la lipasa. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 4.6.

T0
TOB
TOC
0.01 0.1 1 10 % 100
Deformacién y
Figura 4.14. Barrido de amplitud para productos TO, TOB y TOC
106
Pa
T0
10 TOC
G
10 T H% B ‘ — ‘ —
0.1 1 10 100 1/s 1,001

Frecuencia angular w

Figura 4.15 Barrido de frecuencia para productos TO, TOB y TOC
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Tabla 4.6. Resultados de modificacidn e inmovilizacién de

la lipasa sobre TO, TOB

y TOC.
Protei Actividad de
Epoxidos qw de Lipe . ro ﬁ!na d lipasa Actividad
Hidrogel qw (molx | Hidrogel- P inmovifizada inmovilizada (%)®
104/g) BDGE (mg) (mg/g (Ux102/g
hidrogel) hidrogel)
TO 7,9x0,5 1,9 22+1 3,9 0,74 53 89,5
TOB 6,1+0,5 2,8 211 3,9 0,76 48 78
TOC 4,3+0,5 1,0 14+1 3,9 0,54 38 88

a)Cantidad de lipasa (Lip) Candida rugosa en contacto con 1 g de polimero.
b)Porcentaje de actividad de 1 mg de enzima inmovilizada con respecto a 1 mg de
enzima libre tomando en cuenta que 1 mL de lipasa libre (0,4 mg de enzima), tiene
una actividad de 32 U x 102

Con los resultados obtenidos, se puede concluir que fue posible inmovilizar la
enzima sobre los hidrogeles TOB y TOC, que poseen mejores propiedades mecanicas
respecto a TO. Esto, facilitaria la posibilidad de reutilizacién (méas de un ciclo). En la
Tabla 4.6 se puede observar que, a medida que aumentdé la cantidad de BIS,
disminuyé el hinchamiento del hidrogel, como ocurrié para TOC. Para este Gltimo,
la cantidad de proteina inmovilizada fue menor respecto a TOB y TO. Asi mismo, la
actividad porcentual de la enzima inmovilizada sobre TOC sigue siendo alta con
respecto a la enzima libre. En el caso de las matrices més entrecruzadas y, por ende,
con menor indice de hinchamiento, como es el caso de TOC, la enzima estéa
posiblemente unida en la superficie del

hidrogel, y se generaria mayor

disponibilidad para interactuar con el sustrato.

4.4. CONCLUSIONES

Nuevos hidrogeles, en forma de barras, fueron preparados por co-
polimerizacién de NAT, AEMA y BIS. Todos los productos fueron homogéneos y

resultaron hinchables en agua. Las modificaciones quimicas realizadas sobre los
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hidrogeles permitieron la inmovilizacién de la enzima lipasa. En los productos en los
que la enzima se inmovilizé sobre las matrices que contienen BDGE y sobre las que
resultaron de las reacciones de injerto de AEMA, se alcanzaron altos porcentajes de
actividad. Aunque en ambos casos, la enzima se encuentra unida en menor
proporcidn respecto a las demas, se halla mas separada de la matriz y por ende, con
menor impedimento y mayor facilidad para la interaccién con el sustrato. Los
mejores productos mantienen entre el 86,7-89,5% de la actividad correspondiente
a la enzima soluble y libre. Los ensayos de estabilidad de almacenamiento y de
reutilizacién, permitieron concluir que varias de las matrices que contienen la lipasa
inmovilizada, conservan la actividad con mayores valores en porcentaje, en

comparacién con la enzima libre.
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CAPiTULO 5

5.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Existen varias interacciones posibles entre un polimero y un ion metélico, que
pueden actuar en forma multiple, dindmica y cooperativa. Los polimeros con
grupos amida, amino y acido carboxilico, interaccionan con los iones metalicos a
través de mecanismos de intercambio idnico o complejamiento. Esto representa un
area promisoria en la purificacién y tratamiento de agua contaminada con metales
pesados. La capacidad de estos polimeros de interaccionar con los iones metalicos,
estdn determinadas por la variedad de caracteristicas estructurales y posibles, tales
como la presencia y naturaleza de agente entrecruzante, tamafio de poro, grado de
entrecruzamiento y estructura adecuada para la difusién del ion hacia el sitio de
intercambio o coordinacién, entre otros (1). En la Figura 5.1 se muestran ejemplos
de interaccién de tipo electrostatica y de formacién de complejos.

Los mondmeros conteniendo grupos amino secundario o terciario han sido
usados en la preparacion de productos poliméricos con distintas finalidades. Por
ejemplo, N-[3-(dimetilamino) propil] metacrilamida (DMAPMD) fue co-
polimerizado con AAc para formar un hidrogel en forma de membrana para el uso
en celdas, como electrolito (2). La alta conductividad i6nica lograda a bajo y alto
pH (2,2 y 10,6, respectivamente) indica que la membrana puede ser usada como
conductor de protones e hidroxilos. También, el DMAPMD fue co-polimerizado
con AAm, dando hidrogeles cuya capacidad de hinchamiento depende del pH, del

solvente y de la temperatura (3).
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Figura 5.1 Esquema de interaccion de tipo electrostatica entre un ion
metalico y un polimero con grupos tales como sulfonatos (a), y formacion

de complejos con grupos tales como carboxilato o amino (b) (1).

Por otro lado, polimeros que contiene N-[3-(dimetilamino)etil] metacrilato
(DMAEMT), forman quelatos con iones metélicos. DMAEMT fue usado para
modificar y funcionalizar carbén activado para su uso como adsorbente en la
remocién de iones Cu?* desde soluciones acuosas (4-5). Hidrogeles formados entre
DMAEMT vy etilenglicoldimetacrilato (EGDMA) fueron preparados mediante
irradiacién con rayos gamma. Los productos se utilizaron en retencién de iones
metdlicos, tales como Pb?*, Cd?*, Ni?*, Zn?*, Cu?*y Co?*. Los estudios de adsorcién
mostraron que tanto el pH como la concentracién de las especies idnicas en el
medio influyen notablemente en el comportamiento de los hidrogeles (4). Ademaés,
hidrogeles obtenidos tanto a partir de 3(dimetilamino)propil acrilato (DMAPA) o
co-polimerizado con AAc, con BIS como agente entrecruzante, mostraron alta
capacidad de adsorcién hacia Pb?*, Cd?*, Zn?+, Hg?*y Cr3* (6).

En esta parte del trabajo, se presenta la sintesis y caracterizacién de
hidrogeles en base a DMAPMD con (i) diferentes cantidades de agente
entrecruzante (BIS) y (ii) co-polimerizado con DMAEMT, para ser usados en la
remocién de iones metélicos divalentes (Cu?*, Pb?*, Zn?* y Hg?*) desde soluciones

acuosas. Como se observa en la Figura 5.2, ambos monémeros poseen el mismo
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grupo amino, capaz de actuar en la retencién de iones metalicos, aunque difieren en
la presencia de los grupos amida y ester en sus estructuras quimicas. La
incorporaciéon de DMAEMT en las estructuras poliméricas, se realizé para comparar
los resultados con los productos que sélo poseen el monédmero DMAPMD. Ademas,

se analizé su influencia en las propiedades mecénicas de los productos finales.

H H H I
o M M 8 N
)\’r \.\//\\Nf "fAH/ S~ \H/H"\ )Hr W =
0 | 0 0 0
DMAEMT BIS DMAPMD

Figura 5.2. Monoémeros y agente entecruzante usados en las sintesis de los
hidrogeles. DMAEMT: N-[3-(dimetilamino)etil] metacrilato; BIS: N, N’
metilenbisacrilamida; DMAPMD: N-[3-(dimetilamino) propil] metacrilamida

5.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.2.1. REACTIVOS

Se emplearon los siguientes reactivos: N-[3-(dimetilamino) propil]
metacrilamida (DMAPMD, Aldrich); N, N’ metilenbisacrilamida (BIS, Mallinckrodt);
N-[3-(dimetilamino)etil] metacrilato (DMAEMT, Aldrich) persulfato de amonio
(APS, Anedra); N,N,N’,N’ tetrametiletilendiamina (TEMED, Anedra); Cu(NOs),
(Merck); Zn(NO:s),, Hg(NOs), y Pb(NOs), (Anedra).

5.2.2. SINTESIS DE LOS HIDROGELES
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Los hidrogeles fueron sintetizados por polimerizacién a radicales libres a
partir de DMAPMD vy BIS como agente entrecruzante, en diferentes proporciones.
Se utilizé APS como iniciador de la reaccion y TEMED como activador. Ademas, la
co-polimerizacion de DMAPMD con DMAEMT se llevé a cabo variando la relaciéon
monomérica y usando, en este caso una cantidad fija de BIS. En un procedimiento
tipico, los mondmeros, agente entrecruzante y APS fueron disueltos en agua Milli-Q
en un tubo de ensayo y agitados por 20 min en un equipo de ultrasonido, tras lo
cual se burbujed N, por 5 min. Por ultimo, se adiciond la solucién acuosa de
TEMED vy posteriormente, la mezcla se trasvasé a una jeringa, usada como reactor,
donde la reaccién se llevé a cabo por 24 h, a 25 °C. Las condiciones experimentales
se muestran en las Tablas 5.1 y 5.2. Una vez finalizada la reaccién, los hidrogeles
fueron extraidos. Los productos en forma de barra fueron cortados en discos de 3-4
mm de espesor, fueron lavados repetidas veces con agua destilada y se dejaron secar

por 2 dias a 35 °C.

5.2.3. DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE RED

Los indices de hinchamiento en el equilibrio (qw); indices de hinchamiento
en el estado relajado, luego de la preparacién (qr); la fraccién de volumen de red
polimérica luego de la preparacién (vy); la densidad; la fraccién de volumen de red
polimérica en el hidrogel hinchado en el equilibrio (vy); la masa molecular entre dos
puntos de entrecruzamiento (M,), la interaccién polimero-solvente (y) y el tamafno
de poro (§) se determinaron segin lo descripto en la seccién 4.2.3 del Capitulo 4

(DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE RED) (7-8).

5.2.4. CARACTERIZACION POR FTIR

Los espectros infrarrojo (FT-IR) fueron obtenidos en un equipo Nicolet 5-SXC

FT-IR Spectrometer utilizando pastillas de KBr.
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5.2.5. CARACTERIZACION REOLOGICA

La RVL de los hidrogeles hinchados en agua se determindé a frecuencia
constate (w=10 s'). El barrido de frecuencia se determiné a una deformacién
constante correspondiente a la RVL de cada muestra, en un rango de 0,1 a 100 s-.
Las determinaciones se realizaron en platos planos de 8 mm a 20 °C. Las medidas
reoldgicas se realizaron en un reémetro rotacional Physica MCR 301, Antor Paar TA

Instrument Inc.

5.2.6. TEST DE COMPRESION

Muestras cilindricas (10 mm de didmetro y altura variable) de algunos
hidrogeles seleccionados se colocaron entre las superficies planas de metal en un
equipo Instron MODELO 3342, (Norwood, MA, EEUU) para realizar el test
electromecénico de compresidon uniaxial. Este fue realizado con control de
desplazamiento de 0,1 mm/s, con una fuerza de compresién de intensidad creciente
hasta la ruptura total de cada muestra. La fuerza de gel se caracterizé por la méxima
deformacién, la méxima tensién de deformacién y el médulo de Young inicial. Este
altimo se calculé a partir de la pendiente del gréfico de tensién vs. deformacién
(con valores de tensién no superiores al 6%). Todas las mediciones se realizaron por

septuplicado y los valores estdn dados por sus promedios.

5.2.7. RETENCION DE METALES

Los hidrogeles se colocaron en contacto con soluciones de Cu(NOs),,
Zn(NO3),, Hg(NOs), y Pb(NO;), de diferentes concentraciones iniciales (C.), en
sistema batch. Las soluciones se prepararon con valores de concentraciones iniciales
de 30-600 ppm aproximadamente. Para ello, 50 mg de cada matriz polimérica se

pusieron en contacto con 10 mL de soluciones acuosas de dichas sales, por 96 h, a
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temperatura ambiente y con agitacién. El pH de las soluciones iniciales fue en un
rango de 4,5-5,0, a excepcidn del Hg?*, en el que la solucién se llevé a pH 2,5.
Luego, se tomaron 5 mL de cada sobrenadante y la cantidad de ion metélico
quelado se determind, mediante absorcién atdmica, por diferencia entre la cantidad
de ion metélico agregado y la cantidad de iones libres en cada solucién. Los ensayos
de recuperaciéon de Pb%* y de Hg?*, se llevaron a cabo poniendo en contacto las
muestras con 5 mL de HNO; 2 M, durante 72 h, a temperatura ambiente.
Posteriormente, los sobrenadantes se analizaron por absorcién atémica usando un
espectrofotémetro Perkin-Elmer 3110 y se determind la cantidad de ion metdlico

recuperado.

5.2.8. ESTUDIO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Con la finalidad de analizar la morfologia del hidrogel, se realizaron estudios
de SEM usando un equipo Xigma FE-SEM (Laboratorio de Microscopia Electrénica,
LAMARX, FAMAF, UNC). Las imégenes fueron obtenidas sobre muestras de
hidrogeles (con y sin Cu?" adsorbido) hinchadas en agua y posteriormente

liofilizadas, a una magnificacién de 100, 250 y 600x.

5.2.9. ESTUDIO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) DE 3C DE
sOLIDOS

Las muestras de hidrogeles (con y sin Cu?* adsorbido) fueron estudiadas por
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 3C de sélidos con un espectrémetro
Bruker Avance Il 300, en el Laboratorio Nacional de Investigaciéon y Servicios de

Resonancia Magnética en Sélidos (LaNAIS de RMS), FAMAF, UNC.

5.3 RESULTADOS Y DISCUSION
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5.3.1. SINTESIS DE LOS HIDROGELES

Las reacciones

se

llevaron a cabo variando

la cantidad del

agente

entrecruzante en la matriz (Tabla 5.1) y la cantidad de co-mondémeros (Tabla 5.2).

En todos los casos, se obtuvieron productos de tipo barra.

Tabla 5.1. Condiciones de sintesis para los productos obtenidos a partir de

DMAPMD
Hidrogel DMAPMD BIS APS H.O
ldroge (mol x 103) (mol x103) | (mol x10°5) | (mL)
DMAPMD 100% (1) 5,6 11 5,6 4
DMAPMD 100% (11) 5,6 1,4 5,6 4
DMAPMD 100% (111) 5,6 1,7 5,6 4

Tabla 5.2. Condiciones de sintesis para los productos DMAPMD-co-DMAEMT, en
comparacién con DMAPMD 100% (1)

. DMAPMD BIS APS H.0
Hidrogel (mol x 103) (':1':‘;'5:‘31') (mol x 10%) | (mol x 10%) | (mL)
DMAPMD 100% (1) 5,6 - 1,1 5,6 4
DMAPMD-co- 4
DMAEMT 20% 2,24 3,36 1,1 5,6
DMAPMD-co- 4
DMAEMT 60% 4,48 1,12 1,1 5,6
DMAEMT 100% - 5,6 1,1 5,6 4

Los pardmetros de red determinados para la caracterizacién, se resumen en
las Tablas 5.3 y 5.4. En la Tabla 5.3, se observa que a medida que disminuye la
cantidad de agente entrecruzante en los productos, aumentan qw, ¢ y M. En la
Tabla 5.4, se observa que al aumentar la proporcion de DMAEMT en la red
polimérica (a igual cantidad de BIS incorporado), disminuyen los valores de qw y
M, debido posiblemente a la diferencia de hidrofilicidad entre el grupo amida

presente en DMAPMD vy el grupo éster presente en DMAEMT.
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Tabla 5.3. Pardmetros de red para los productos obtenidos a partir de DMAPMD

Hidrogel p x Var Va, :‘;;:::l; (nEn ) qw
D]I(;/ZQ/F;I\(/:)D 1,23] 0,5055 | 0,194 0,017 14,00 1450 | 45,9
?%ﬁ}?'\(?l? 1,23/ 0,5109 | 0,194 | 0,033 | 3,60 | 310 | 250
%\éf}fmg 1,45| 0,5225 | 0,164 | 0,068 | 0,27 70 | 105

Tabla 5.4. Pardmetros de red de los productos DMAPMD-co-DMAEMT, en
comparacién con DMAPMD 100% (1)

. M. x10¢
Hidrogel p X Var V2 ( g/:ml) (nEn) qw
DMAPMD 100%(1) | 1,23 | 0,5055 | 0,194 0,017 14,00 1450 | 45,9
DMAPMD-co-
DMAEMT 20% 1,31 0,5061 0,129 0,018 2,80 1402 | 42,0
DMAPMD-co-
DMAEMT 60% 1,31 0,5073 0,108 0,022 1,30 980 | 35,0
DMAEMT 100% 1,31 0,5156 0,081 0,047 0,63 450 | 16,0

5.3.2. CARACTERIZACION POR FT-IR

En los espectros infrarrojo correspondientes a los productos obtenidos a
partir de DMAPMD, aparecen las bandas de absorcién a 3400, 1680 y 1550 cm
atribuidas a los estiramientos N-H, C=0 y C-N del grupo amida, respectivamente.
Las bandas de absorcién a 1270 y 2820 cm’!, se atribuyen a los estiramientos de los
enlaces C-N y C-H, respectivamente, correspondientes al grupo -N(CH;), presente
en el monémero DMAPMD. En la Figura 5.3 se puede observar que, cuando
aumenta la cantidad de DMAEMT incorporado en las estructuras de los productos,
hay un aumento relativo de la banda a 1730 cm, correspondiente al grupo C=0

del éster, respecto a la sefial a 1680 cm, correspondiente al C=0O del grupo amida.
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Figura 5.3. FT-IR de (a) DMAPMD-co-DMAEMT 20%; (b) DMAPMD-co-
DMAEMT 60% y (c) DMAEMT 100%

5.3.3. ESTUDIOS REOLOGICOS Y MECANICOS

En la Figura 5.4 se puede observar el barrido de amplitud correspondiente a
los productos con diferentes cantidades de BIS, el cual se llevd a cabo en un
determinado rango de deformacién. Se determind la RVL y se observd que se hace
menos extensa a medida que hay menor cantidad de agente entrecruzante y, por
ende, menor grado de entrecruzamiento en las estructuras. El médulo G’ decae
porque posiblemente la estructura se va rasgando por la deformacién impuesta.
Luego, se eligi® un valor adecuado de amplitud (aproximado al 1%), el cual se
mantuvo constante al realizar el barrido de frecuencia (Figura 5.5). Asi, se
determiné la variacién de G’ en funcién de la frecuencia (a 20 °C) para los
productos, y se observd que incrementa al aumentar los entrecruzamientos en la
red, debido posiblemente a que le otorgan a la matriz un comportamiento més
rigido. Cabe destacar que, en todos los casos, el G’ se va elevando, conforme a que
la frecuencia va aumentando, debido a que incrementa el comportamiento sélido
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de los productos. Este comportamiento resultd maéas notorio en el producto de
menor grado de entrecruzamiento [DMAPMD 100% (l)] debido posiblemente a

que las cadenas que conforman la red se re-ordenan, asumiendo un

comportamiento tipo sélido cada vez mas rigido.

5
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Figura 5.4. Barrido de amplitud de productos obtenidos a partir de

DMAPMD
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Figura 5.5. Barrido de frecuencia de productos obtenidos a partir de

DMAPMD
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En las Figuras 5.6 y 5.7 se puede observar que la incorporacién del co-
monémero DMAEMT disminuye la componente sélida respecto a DMAPMD 100%
(I). Ademas, es evidente que la incorporaciéon de dicho mondémero permite que la
red polimérica soporte mayor deformacién. En la Figura 5.7, que corresponde al
barrido de frecuencia, se observa que los productos incrementan su componente
s6lida a medida que aumenta la frecuencia de deformacién, debido probablemente
a que, a altas frecuencias, las cadenas poliméricas de la red tienen la posibilidad de

re-ordenarse de forma més ordenada y compacta.

4 DMAPMD 100% (1)
10 ¢
DMAPMD-co-DMAEMT 20%
Pa
3 —
10
Gf
+
- DMAPMD 100% (1)
i 2
10 7
G" DMAEMT 100% 4
—
+
+
101 . APMD-co-
DMAEMT 60%
[] | |
]0 T T
0.1 1 10 0% 100
DeformacionY ot

Figura 5.6. Barrido de amplitud de productos DMAPMD-co- DMAEMT
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Figura 5.7. Barrido de frecuencia de productos DMAPMD-co-DMAEMT

Debido a la naturaleza viscoelastica de los materiales, la caracterizacién
mecénica revela informaciéon importante. EIl médulo de Young, llamado también
elasticidad, representa la deformacién reversible que es capaz de sufrir un material.
Por otra parte, la méaxima carga de compresién indica la fuerza méaxima que es
capaz de soportar un dado material antes de fracturarse. Los estudios mecéanicos se
pueden realizar mediante ensayos de compresién y pueden ser relacionados con la
fuerza de los hidrogeles, mediante la determinacién de la méaxima deformacioén, la
maxima tensidon de deformacién y el médulo de Young inicial.

Se realizaron los estudios sobre los productos seleccionados: DMAPMD 100%
(1); DMAPMD-co-DMAEMT 20%; DMAPMD-co-DMAEMT 60% y DMAEMT
100%, cuyos resultados se muestran en la Tabla 5.5. Se puede observar que la
incorporacién de DMAEMT en las redes poliméricas disminuye el médulo de Young
pero aumenta el porcentaje de deformacién maéxima. Esto, estaria indicando que
dicha incorporacién disminuye la componente sélida de la red y que, aplicando la
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misma fuerza de compresién, se logra aumentar la capacidad de deformacién del
material. Por lo tanto, los materiales que contienen DMAEMT resultaron menos
rigidos pero méas deformables. Esta conclusidn, estd de acuerdo con los resultados

mencionados previamente en cuanto al analisis reoldgico.

Tabla 5.5. Valores de méxima deformacién, méaxima tensién de deformacién vy

mddulo de Young inicial de los hidrogeles seleccionados

Pendiente Ma.x’lma Maxima
. . . . tensiéon de iy
Hidrogel inicial . 2 deformacion
(MPa) deformacién (%)
(MPa) °
DMAPMD 100% (1) 0,0150 0,0209 44
DMAPMD-co-DMAEMT 20% 0,0104 0,0157 50
DMAPMD-co-DMAEMT 60% 0,0058 0,0156 67
DMAEMT 100% 0,0061 0,0508 82

Se realizé un anélisis de varianza (Anova) y test de Tukey con nivel de significancia del 5 %

5.3.4. RETENCION DE METALES

En general, las resinas poliméricas que contienen ligandos con grupos amino,
suelen presentar excelente capacidad para adsorber cationes metélicos polivalentes,
por la fuerte afinidad entre el &tomo de nitrégeno (como coordinante, por la
disponibilidad del par electrénico sin compartir) y dichos cationes. También, son
capaces de adsorber especies anidnicas, luego de su protonacién. Para el estudio de
esta parte del trabajo, se seleccion6 DMAPMD para preparar los productos ya que
contiene un grupo amida que confiere hidrofilicidad y un grupo amino, para el
acomplejamiento de los metales. A su vez, este Gltimo se encuentra en una cadena
relativamente larga, que actia probablemente como espaciador, facilitando la
captura de los iones metdlicos (5). En la preparacion de los productos, también se
utilizé DMAEMT como co-mondmero, por los grupos funcionales que posee.

Al poner en contacto un adsorbente con una solucién que contiene un ion

metdlico, la adsorcidn resulta en la remocién del soluto desde la solucidn, sobre la
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superficie sélida. Esto, ocurre hasta que el soluto remanente en la solucién esta en
equilibrio dindmico con el soluto en la superficie sélida, alcanzando un equilibrio de
distribucién del metal entre el adsorbente y la solucién. Por lo tanto, la capacidad
de adsorcién de metal (X) se puede determinar por medio de la diferencia de
concentracion del metal antes y después de la adsorcién, segin la ecuacién 5.1,
donde C es la concentracién inicial del metal, C es la concentracién en el equilibrio

del metal en solucién, V es el volumen de reaccién y W es el peso del hidrogel.

X = (Co-C)V/W (5.1)

El equilibrio de distribucién depende de varios factores, tales como: tipo de
grupo funcional presente en el adsorbente, separacién de la funcién ligante de la
cadena principal, clase de metal involucrado y de las caracteristicas del material.
Entre estas ultimas, se puede mencionar la estructura adecuada de la red, es decir,
que posea alta posibilidad de expansién por el hinchamiento en agua, para la mejor
difusién del ion hacia el sitio de coordinacién.

Si se grafica X en funcién de C, se obtienen las isotermas de adsorcién, cuya
ecuacién més frecuentemente usada para describirla es la correspondiente al modelo

de Langmuir (ecuacién 5.2), basado en adsorcién fisica (5, 9-13).

C / X = (C / >(max)'l' (] / >(ma>< b) (5‘2)

En la ecuacidon 5.2, X, es la cantidad maxima de iones metalicos adsorbidos
en la monocapa (mg/g) y b es la constante de adsorcién en el equilibrio de
Langmuir (mL/mg), relacionada con la afinidad de los sitios de unién y la energia de
adsorciéon. C se expresa en ppm y X en miligramos de metal adsorbido en el
equilibrio por gramo de hidrogel seco (mg/g). Aplicando el modelo lineal de
Langmuir, se suele graficar C/X en funcién de C. Mediante la representacién de los
valores de las isotermas de adsorcién experimentales, ajustados en forma linealizada
de la ecuacidon seguidos de regresion lineal, se pueden obtener X« y b, a partir de
la pendiente y la ordenada al origen, respectivamente. En este modelo, el metal
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adsorbido cubre una monocapa en la superficie homogénea del sélido, donde todos
los sitios de unidn en la superficie tienen energia uniforme de adsorcidn, sin
interaccién entre las moléculas adsorbentes (14).

En la Figura 5.8 se muestra un ejemplo del gréfico recientemente descripto.
En el caso mostrado, se analizé la adsorcidon de iones metélicos desde hidrogeles de

carboximetil quitina (CMCht) y carboximetil quitosano (CMChts) (11).

035 4

0304

CrA [mgdmil]
B

=]
e

015+

010
Clppm]

Figura 5.8. Ejemplo del grafico de C/X en funcion de C, aplicando el

modelo lineal de Langmuir (11).

Otro modelo utilizado para describir las isotermas de adsorcién es el de
Freundlich, cuya expresidén se muestra en la ecuacién 5.3. K¢ es la constante de
Freundlich (mg/g), relacionada con la adsorcién en el equilibrio y 1/n es un factor de
heterogeneidad, siendo n la intensidad de la adsorcidn. Si 1/n resulta mayor que 1, la
interaccién metal-adsorbente es mala, mientras que si es menor que 1, es buena. La
ecuacién 5.4 muestra la forma linealizada, a partir de la cual n y K¢ pueden ser

obtenidos (14-16).

X = Ky Cn (5.3)

In X = (1/n) In C + In K¢ (5.4)
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El modelo de Freundlich es también un modelo no lineal. A diferencia del
modelo de Langmuir, asume una distribucién energética heterogénea, para la
activacion de los sitios de unién en la superficie, con interaccién entre las moléculas
del adsorbente. En este modelo, se considera que la afinidad de los sitios de unién
en la superficie de la masa, varia con la interaccién entre las moléculas adsorbentes,
pudiendo asumir adsorcién multicapa. Consecuentemente, los sitios con mayor
afinidad son los que se ocupan primero.

En esta parte del trabajo, se presentan los resultados provenientes de la
determinacién de X, de las isotermas de adsorcidon y de la linealizacién segin las
ecuaciones 5.2 6 5.4.

La capacidad de retencién de los productos obtenidos a partir de DMAPMD,
fueron comparadas a través de los valores de X,.. para Cu?*, Zn** y Pb?* (Tablas
5.6-5.8). De acuerdo a los resultados obtenidos, y teniendo en cuenta que, en
general, los valores de los coeficientes de correlacién (R?) estdn comprendidos entre
0,95 y 0,99, se puede aceptar que, en estos casos, los resultados se ajustan y
obedecen al modelo de Langmuir. Dicho modelo postula que la superficie tiene un
namero fijo de centros activos idénticos y definidos, que la adsorcién es en
monocapas, uniforme, sobre una superficie homogénea, sin interaccién lateral entre
las moléculas del adsorbente, y que todos los centros activos tienen la misma
energia de adsorcién (17-18). En general, se observé que los valores de retencién de
los metales son altos, comparables o mayores a los obtenidos con matrices
poliméricas similares y que aumentan al incrementar el tamafio de poro de la
matriz, el volumen de poro y el contenido de agua (15, 19). Esto puede ser
atribuido a que, al haber menor densidad de entrecruzamiento en la matriz, hay
mayor posibilidad de difusién, densidad de sitios de adsorcién y capacidad
volumétrica de adsorcién. Ademés, los grupos funcionales capaces de acomplejar el
metal, pueden reacomodarse con mayor facilidad.

Cabe destacar que, en todos los casos de retencién analizados, la coloracién
de los hidrogeles cambié durante los procesos de adsorcién, mostrando interaccién

(20-21). Previo a los ensayos, los hidrogeles eran transparentes, volviéndose celestes
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luego de los ensayos de retencién de Cu?* (Figura 5.9) o blancos luego de los

ensayos de retencion de Zn?*y Pb?+.

Tabla 5.6. Parametros obtenidos de la retencién de Cu?*, utilizando el modelo

lineal de Langmuir para los productos obtenidos a partir de DMAPMD

Retencién de Cu2+
. X X b
Hidrogel R2 max max
& (mg/g) | (mmol/g) |  (L/mg)
DMAPMD 100% (1) 0,962 117,65 1,87 0,040
DMAPMD 100% (Il) 0,988 91,8 1,44 0,093
DMAPMD 100% (ll1) 0,987 63,5 1,00 0,116

Tabla 5.7. Parametros obtenidos de la retencién de Pb2?*, utilizando el modelo

lineal de Langmuir para los productos obtenidos a partir de DMAPMD

Retencién de Pb2+
. X X b
Hidrogel R2 max max
& (mg/g) | (mmol/g) | (L/mg)
DMAPMD 100% (1) 0,860 173,91 0,99 0,040
DMAPMD 100% (1l) 0,986 90,9 0,44 0,201
DMAPMD 100% (1l1l) 0,981 90,1 0,43 0,073

Tabla 5.8. Pardmetros obtenidos de la retencién de Zn2*, utilizando el modelo

lineal de Langmuir para los productos obtenidos a partir de DMAPMD

Retencién de Zn2+
. X X b
Hidrogel R2 max max
& (mg/g) | (mmol/g) (L/mg)
DMAPMD 100% (1) 0,972 81,6 1,25 0,049
DMAPMD 100% (11) 0,980 87.3 1,33 0,041
DMAPMD 100% (111) 0,970 62,7 0,96 0,098
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Figura 5.9. Coloraciéon de los hidrogeles antes y después de la retencion de Cu?+

En la Tabla 5.9 se muestra los pardmetros obtenidos de la retencién de Cu?*
y de Pb?*, utilizando el modelo lineal de Langmuir para los productos DMAPMD-
co-DMAEMT 20% y DMAEMT 100%, en comparacién con DMAPMD 100% (I).
Los resultados indican que todos tienen capacidad de retener ambos iones metalicos,
pero los mayores valores se alcanzan con DMAPMD 100% (l). Probablemente,
DMAPMD-co-DMAEMT 20% tuvo menor capacidad de retencidn ya que resultd
menos hinchable. La conclusién mas importante es que dicho producto, que resultd
mejorado mecanicamente, siguié dando altas retenciones de los iones metalicos.

Cuando Cu?*y Pb?* se colocaron, en competencia y a bajas concentraciones
iniciales, en contacto con los hidrogeles, estos sélo retuvieron Cut*?, probablemente
debido a que su menor radio iénico permitié mayor difusién y menor impedimento

hacia la retencién.

Tabla 5.9. Pardmetros obtenidos de la retencién de Cu?+ y Pb?*, para DMAPMD-
co-DMAEMT 20% y DMAEMT 100%, en comparacién con DMAPMD 100% (1)

Remocién Competitiva
Cu+? Pb?+ de Cu?*

1 2+
Hidrogel (en presencia de Pb?*)

x max b xmax b xmax b
(mg/g) | (L/mg) | (mg/g) | (L/mg) | (mg/g) (L/mg)

DMAPMD 100% (1) 117,65 | 0,040 | 173,91 | 0,044 | 43,84 0,190

DMAPMD-co-DMAEMT | 80,38 | 0,070 | 140,85 | 0,016 61,35 0,167
20%

DMAEMT 100% 90,42 | 0,026 34,48 0,01 42,74 1,293
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Una vez que se realizd la determinacién de la constante de Langmuir (b),
para Cu?*, Zn?* y Pb?*, se pudo calcular el factor de separacién R, (correspondiente
a la intensidad de adsorcién), segin la ecuacion 5.5. Dicho factor esta basado en la
ecuacion de Langmuir, y predice que si R =0, el sistema de adsorcion es irreversible;
si 0 < R, < 1, la adsorcidn es favorable y si R, > 1, es desfavorable (11, 17). Los
resultados se muestran en las Tablas 5.10, 5.11 y 5.12 con los productos obtenidos a
partir de DMAPMD, para Cu?*, Pb** y Zn?*, respectivamente. El AG de la unién
metal-hidrogel se puede calcular segin ecuacién 5.6, usando el pardmetro b
(constante de adsorcién en el equilibrio de Langmuir, relacionada con la afinidad de
sitios de unién y con la energia de adsorcién), en unidades de L/mol, siendo R la
constante universal de gases (8,314 J/mol K), y T la temperatura absoluta, en Kelvin.
Los resultados del cambio de energia libre (AG) para los productos obtenidos a

partir de DMAPMD, para Cu?*, Zn?* y Pb?*, se muestran en la Tabla 5.13.

Ru=1/(1+bCo) (5.5)

AG=-RTInb (5.6)

Tabla 5.10. Valores de R, para sistemas de adsorcién de Cu?* con los productos
obtenidos a partir de DMAPMD

Co de Cu?* R. R, R,
(ppm) DMAPMD 100%(1) DMAPMD 100% (1) | DMAPMD 100% (ll1)
39,0 0,370 0,210 0,180
213,0 0,096 0,048 0,039
335,5 0,063 0,031 0,025
546,5 0,040 0,019 0,016
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Tabla 5.11. Valores de R, para sistemas de adsorcién de Pb?* con los productos
obtenidos a partir de DMAPMD

Code Pb?+ R, R, R,
(ppm) DMAPMD 100% (1) | DMAPMD 100% (ll) | DMAPMD 100% (lll)
32,0 0,397 0,113 0,260
173,0 0,107 0,023 0,060
236,0 0,071 0,015 0,039
454,0 0,045 0,009 0,024

Tabla 5.12. Valores de R, para sistemas de adsorcién de Zn?* con los productos
obtenidos a partir de DMAPMD

Code Zn2+ R, R, R,
(ppm) DMAPMD 100% (1) DMAPMD 100% (Il) DMAPMD 100% (1l1)
52,6 0,279 0,317 0,162
179,2 0,102 0,120 0,054
216,0 0,086 0,101 0,045
350,0 0,058 0,065 0,028

Tabla 5.13. AG determinada para DMAPMD 100% (I-1ll) y Cu?*, Zn?* y Pb?*

Hidrogel AG para Cu?* | AG para Pb?* AG para Zn?*
(Kj/mol) (Kj/mol) (Kj/mol)
DMAPMD 100% (1) -19,23 -22,35 -19,38
DMAPMD 100% (I1) -20,86 -25,53 -18,95
DMAPMD 100% (1) -21,39 -23,10 -21,07

En la Tabla 5.14, se muestran los resultados del cambio de energia libre (AG)

determinada usando la constante de Langmuir (b) para los productos DMAPMD-co-

166




DMAEMT 20% y DMAEMT 100%, en comparacién con DMAPMD 100% (l), para

Cu?t y Pb?,

Tabla 5.14. AG determinada para DMAPMD-co-DMAEMT 20% y DMAEMT
100%, en comparaciéon con DMAPMD 100% (l) y Cu?* y Pb?*

AG para AG para AG (Kj/mol) para Cu?*
Hidrogel Cu?* Pb?+ en remocion
(Kj/mol) (Kj/mol) competitiva
DMAPMD 100% (1) -19,23 -22,35 -23,06
DMAPMD-co-
DMAEMT 20% -20,61 -19,86 -22,74
DMAEMT 100% -18,18 -18,95 -27,76

De acuerdo a los resultados obtenidos respecto al valor R, se puede afirmar
que, en todas las matrices, la retencién corresponde a sistemas de adsorcién
favorables, especialmente en los casos donde las concentraciones iniciales son bajas
(Tablas 5.10-5.12). Por otro lado, se puede afirmar que los valores de AG obtenidos
son altos y que sugieren fuertes interacciones entre el ion metélico y el grupo
funcional amino (Tablas 5.13 y 5.14) (21-22).

Por otro lado, se determinaron los porcentajes de recuperaciéon de plomo en
los productos obtenidos a partir de DMAPMD. Los porcentajes de retencidn fueron
altos, especialmente en los ensayos en los que se utilizaron soluciones de Pb?* de
concentraciones iniciales bajas (Tabla 5.15) [Figuras 5.10-5.12, para DMAPMD 100%
(I; 1y H)]. En dicha Tabla, se puede observar que, en todos los casos, se lograron

altos porcentajes de recuperaciéon del metal, llegando a valores cercanos al 100%.
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Tabla 5.15. Porcentajes de retencién y de recuperacién de Pb>*

CO O/ Co CO
DMAPMD % | 2| DMAPMD | o4 | o, | DMAPMD | o |
100% (1) 100% (1) 100% (1)
(ppm) (ppm) (ppm)
32,0 100 | 98 32,0 100 | 97 32,0 100 | 99
173.0 100 | 94 173.0 100 | 96 173.0 100 | 80
236,0 100 | 94 | 2360 9% | 97 236,0 100 | 94
454.0 93 | 88 454,0 93 | 93 454,0 94 | 80

a-Porcentaje de retencién de Pb?*; b-Porcentaje de recuperacién de Pb2*
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Figura 5.10. Porcentaje de retencién de iones vs C, para DMAPMD 100% (1)
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Figura 5.12. Porcentaje de retencién de iones vs C, para DMAPMD 100%
()

El caso de la retencién del ion Hg?** presenté una particularidad. Los
resultados de la capacidad de retencién de los productos obtenidos a partir de
DMAPMD fueron, en general, més bajos respecto a los otros iones (Figuras 5.10-
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5.12) y no se ajustaron ni obedecieron al modelo de Langmuir. En este caso, los
valores correspondientes a los coeficientes de correlacidn (R?) ajustaron al modelo
de Freundlich. La Figura 5.13 muestra la isoterma de adsorcién de Hg?* para los
productos formados a partir de DMAPMD vy, la Tabla 5.16 muestra los valores
obtenidos, que resultaron comprendidos entre 0,94 y 0,98 (14-15). Como ya se
mencionara, dicho modelo, que describe el equilibrio sobre una superficie
heterogénea, no asume la adsorcién en forma de monocapa, si no que plantea un
modelo “no ideal” de adsorcién en multicapas, en el que los centros activos no
tienen el mismo calor o energia de adsorcién.

El ensayo de adsorciéon de Hg?* se realizé a pH 2,5 para lograr una solucién
homogénea (a diferencia del resto de los metales cuyos ensayos de adsorcién fueron
realizados a pH 4,5-5). La diferencia de comportamiento se explicaria por el hecho
de que, a ese bajo valor de pH el hidrogel (pH-dependiente) se encuentra en su

forma protonada originando una superficie diferente de adsorcién. La Tabla 5.17

. 2+ . . o
muestra la cantidad de Hg retenido, de acuerdo a las concentraciones iniciales
usadas, y recuperado (en mg y en %). A diferencia del Pb?*, en este caso los

porcentajes de recuperacion de Hg?* fueron considerablemente menores.

100+ DMAPMD 100% (l11)
90 A DMAPMD 100% (I1)
80 i —

70_ / ///.—/

60 / _

50 A

40 // DMAPMD 100% (1)

30-

20

10+
0-

X (mg/g)

0 50 100 150 200 250 300 350
Ce ppm

Figura 5.13. Isoterma de adsorcién de Hg?* para los productos formados a

partir de DMAPMD (X=Cantidad de metal adsorbido en equilibrio por g)
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Tabla 5.16. Pardmetros obtenidos de la retencién de Hg?*, utilizando el modelo

lineal de Freundlich para los productos formados a partir de DMAPMD

Hidrogel R2 1/n K
DMAPMD 100% (1) 0,942 0,68 1,65
DMAPMD 100% (11) 0,984 0,72 1,35
DMAPMD 100% (111) 0,971 0,98 0,82

Tabla 5.17. Cantidad de Hg2+retenido y recuperado (en mg y en %)

Hg2+ l_Ig2+
Hidrogel retenido recuperado Recuperacién
(mg) (mg) (%)
0,266 0,082 31
DMAPMD 100% (1) 1.704 0,764 44
2,173 0,778 36
2,579 1,400 54
0.333 0,071 21
DMAPMD 100% (11) 1,944 0,627 32
2,252 0,656 29
3,786 1,962 52
0,344 0,064 19
DMAPMD 100% (111) 2,050 0.546 27
3,132 0,680 22
4,864 1,422 30

5.3.5. ESTUDIO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)
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En la Figura 5.14 se muestran las imagenes obtenidas sobre DMAPMD 100%
(I) (con y sin Cu?* adsorbido) hinchadas en agua y posteriormente liofilizadas, a
distintas magnificaciones. En ellas, se observan diferencias en la morfologia.
DMAPMD 100% (l) muestra las paredes de la superficie porosa y lisa. En el caso de
la muestra con Cu?*, la morfologia de la superficie cambia notablemente,

observandose la adsorcién del mismo.

Figura 5.14. Imagenes de SEM, obtenidas sobre DMAPMD 100% (1) (arriba)
y DMAPMD 100% (1) con Cu?* adsorbido (abajo), hinchadas en agua y

posteriormente liofilizadas, con una magnificaciéon de 100, 250 y 600x.

5.3.6. ESTUDIO DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN) DE 3C DE
sOLIDOS

Se realizaron espectros de RMN de *C de sélidos sobre DMAPMD 100% (I)
y DMAPMD 100% (1) con dos concentraciones iniciales de Cu?* (Co 1: 20 mg/g y Co
2: 90 mg/g) (Figura 5.15). El objetivo fue analizar los grupos funcionales que
estarian interviniendo en la interaccién polimero-metal (21, 23).

En la Figura 5.16 se muestran los mismos espectros, pero ampliados en la

zona de O a 80 ppm y el esquema del monémero DMAPMD (que esté incorporado
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a la estructura del hidrogel) con la asignacién de los carbonos (A-F). Como se puede
observar en los espectros (Figura 5.15, y mas claramente en la Figura 5.16), la
presencia del metal genera corrimiento de las sefales asignadas a los carbonos
cercanos al amino terciario terminal del mondémero, siendo mas notorio el

corrimiento del carbono (A) correspondiente a los metilos unidos a dicho amino.

r T T T T T T T T T 1
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 (o]

Figura 5.15. Espectros de RMN de *C de sé6lidos sobre DMAPMD 100% (1)
(en azul) y con dos concentraciones iniciales de Cu?* (C, 1: 20 mg/g, en
negro y C, 2: 90 mg/g, en rojo)

: o
— DMAPMD100% : E SEEEas A
— DMAPMD 100% Cu (Co1) N N
= DMAPMD 100% Cu(Co2) ! c ‘

Figura 5.16. Espectros de RMN de '*C de sélidos sobre DMAPMD 100% (1)
(en azul), y DMAPMD 100% (1) con dos concentraciones iniciales de Cu2+
(Co 1: 20 mg/g, en negro y C, 2: 90 mg/g, en rojo), ampliados en 0-80 ppm
y esquema de DMAPMD con la asignacion de los carbonos (A-F)
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A medida que aumenta la cantidad de Cu?* adsorbido al hidrogel, el
corrimiento de las sefiales es mayor, lo que podria significar que un mayor
porcentaje de los grupos amino presentes en el polimero podrian interaccionar con
el metal. Ademas, se observa mayor disminucién relativa en la intensidad de dicha
sefial a medida que aumenta la cantidad de Cu?* adsorbido (23). Cabe destacar que
no se observa corrimiento de las sefiales asignadas al carbono del carbonilo (E) ni a
la sefal asignada al metilo (F), por lo que se podria inferir que esta parte de la
molécula no estaria involucrada en la interaccién con el metal.

A partir de dicho estudio se planted una hip&tesis de la posible interacciéon

entre las cadenas del polimero y el metal (Figura 5.17).

Py
SV

O
NN '
2+ / = %

0
\N/\/\ /U\X/ 2
/ N 2

Cu

/Z\ /Z\

Figura 5.17. Esquema de la posible interaccion entre las cadenas del
polimero y el metal

5.4. CONCLUSIONES

Todos los hidrogeles sintetizados resultaron de tipo homogéneos,
expandibles e hinchables en agua. A menor cantidad de agente entrecruzante
incorporado en la estructura, se obtuvieron productos con mayor qw, ¢ y Mc. Los

estudios de propiedades mecanicas mostraron que la incorporacién de DMAEMT en
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las estructuras poliméricas aumentd la capacidad de deformacién respecto a los
hidrogeles basados en DMAPMD. En todos los casos analizados, la retencién de los
iones metélicos a partir de sus sales en solucidn acuosa, resulté especialmente
efectiva y alta hacia Cu?* y Pb?*. A su vez, se pudo concluir que a bajas
concentraciones iniciales de Cu?*y Pb?*, los valores de retencién fueron muy altos,
especialmente para el Pb?*, en donde los valores son cercanos al 100%, y que, a
medida que las concentraciones iniciales aumentan, las retenciones van
disminuyendo posiblemente por saturacién de los sitios de adsorcién. Los valores de
coeficientes de correlacién, indican que los datos experimentales para Cu?*, Zn?ty
Pb2* ajustan al modelo de Langmuir, mientras que para el caso del Hg?* ajustan al
modelo de Freundlich.

Por otro lado, los valores de R, y de AG determinados, indicaron que los
sistemas de adsorcién son favorables y que las interacciones entre el ion metélico y
el adsorbente, son fuertes. Ademas, a bajas concentraciones iniciales de mezclas de
Cu?* y Pb?*, los productos mostraron selectividad para Cu?+.

Se realizaron ensayos de recuperaciéon de Pb?*, utilizando los sistemas de
adsorcién donde la retenciéon fue cercana al 100% (a bajas concentraciones iniciales
de Pb?*) y se obtuvieron valores de recuperacién cercanos al 100 %, lo que indicaria

que los mismos podrian ser reutilizables en la retencién de metales.
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CAPiTULO 6

6.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Tal como se mencionara anteriormente, los hidrogeles tienen capacidad de
absorber grandes cantidades de agua y son prometedores en numerosos usos
aunque a veces las aplicaciones especificas resultan restringidas, debido a las pobres
o malas propiedades mecéanicas que poseen dichos materiales (1-8). La estructura,
consiste de agua en su mayoria, lo que no contribuye a la resistencia mecéanica del
gel. Debido a su alta capacidad de retencién de agua, las cadenas de polimero
tienen generalmente baja capacidad de respuesta a una fuerza aplicada,
convirtiéndose en materiales particularmente fragiles (9-11). Sin embargo, la fuerza
de los hidrogeles se puede mejorar mediante el uso de diferentes estrategias.
Algunas, consisten en aumentar la densidad de los enlaces entrecruzados; otras, en
la adicién de mondmeros hidrofébicos a la arquitectura del polimero, con el fin de
generar areas de mayor densidad o mayor cantidad de interacciones
intermoleculares que contribuyan a incrementar el mddulo o la rigidez de los
hidrogeles (12-15). Estas modificaciones, dan como resultado la reduccién de la
cantidad de agua absorbida, para lo cual, las composiciones deben disefarse de
manera tal de generar un equilibrio y un compromiso entre la optimizacién de la
hidrofilicidad y el mejoramiento de las propiedades mecénicas (10).

Como ejemplo, Rubin y colaboradores estudiaron la estabilizacién de films o
peliculas de gelatina por reticulacién con genipina (agente entrecruzante natural) a
diferentes concentraciones, para ser usados como biomateriales (16). Otros métodos
también se han utilizado para conseguir hidrogeles robustos y fuertes. Chen vy
colaboradores desarrollaron hidrogeles nanocompuestos con arcilla, con respuesta a
distintos estimulos externos. Atapulgita, un mineral de silicato, se introdujo en un

hidrogel de poli (2-(2-metoxietoxi)etil metacrilato-co-oligo(etilenglicol)metacrilato-
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co-acido acrilico), en el que las fibrillas de atapulgita, de tamafio nanométrico,
actuaron como relleno y agente de reticulacién, para mejorar las propiedades
mecanicas de los hidrogeles (17). Liu y colaboradores prepararon un tipo de
hidrogel mecéanicamente fuerte por polimerizaciéon fotoiniciada de oligo
(etilenglicol)metacrilato, 2-vinil-4,6-diamino-1, 3, 5-triazina (VDT) y BIS como
agente entrecruzante. La introduccién del mondémero VDT fortalecié las
propiedades mecénicas del hidrogel mediante las uniones puente de hidrégeno de la
diaminotriazina, y mejord la adsorcién de iones de cobre sobre el hidrogel por
quelacién entre grupos amino y los iones (18). Compuestos de tipo tiol-norbornenos
se usaron para entrecruzar poli (etilenglicol) y cadenas de polidimetilsiloxano vy
formar hidrogeles sintéticos altamente resistentes (19). En otro reporte, hidrogeles
fuertes pero muy extensibles fueron preparados mediante una mezcla de dos tipos
de polimeros entrecruzados: alginato entrecruzado idénicamente y PAAm
covalentemente entrecruzada. A partir de los estudios realizados, se sugirié que la
fuerza de los hidrogeles se puede aumentar en gran medida mediante la
combinacién de enlaces de entrecruzamiento de tipo débiles y fuertes (20). Como
otro ejemplo, Kim y colaboradores realizaron un estudio comparativo sobre las
propiedades mecénicas de pericardio bovino después de distintos tratamientos de
entrecruzamiento, con la finalidad de una aplicacién clinica. Para ello, analizaron las
diferencias en entrecruzamientos, simple o doble, entre grupos amino primario,
glutaraldehido y genipina (21).

Por otra parte, los hidrogeles de doble red (DN-geles) son una clase de redes
de polimeros reticulados con excelentes propiedades mecénicas, mientras que
contienen 80-90% en volumen de agua. En el reporte, se presentaron condiciones
experimentales 6ptimas para lograr un DN-gel duro a partir de poli (4cido sulfénico
2-acrilamido-2-metil-1-propano) y PAAm. Los resultados indicaron que los
constituyentes de la doble red interactian favorablemente, mientras permanecen en
agua (22-23).

Una de las mejores alternativas que se exploran para reforzar las estructuras

de los hidrogeles, es la utilizacién de grupos funcionales arométicos, presentes en los
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mondmeros constitutivos. En estos sistemas, las interacciones aromaticas juegan un
papel importante en el mantenimiento de las propiedades mecénicas, debido a la
rigidez de la estructura y la hidrofobicidad del segmento aromético (24-25).

La busqueda de estructuras reticuladas con alta resistencia, rigidez y dureza
para evitar la fragilidad, que surge a veces como desventaja para ciertos propdsitos
de uso, es un desafio muy importante (26-29). El 1-vinilimidazol (VI) es un
monémero con propiedades prometedoras para la modificacién de hidrogeles (30).
Su estructura aromética y la posibilidad de respuesta al pH han atraido la atencién,
sobre todo por las numerosas aplicaciones, tales como agente catalitico, formador
de complejos con iones metdlicos y para unién con colorantes, entre otros (31-32).
Varias de estas aplicaciones han sido ensayadas con polimeros lineales y
entrecruzados en los que VI se ha conformado como mondmero constitutivo. Asi
mismo, se conocen pocos casos en los que VI se ha utilizado como mondémero
modificador de redes entrecruzadas, con el propédsito de mejorar las propiedades
mecéanicas de los materiales finales (33-44). La mayoria de las veces, la
incorporaciéon de VI en las estructuras de hidrogeles ha sido utilizada para la
formacién de complejos de polimero-metal, que han sido posteriormente utilizados
como catalizadores inmovilizados (45-48).

El uso de mondémeros basados en acrilatos y en acrilamida es méas comdn en
la formacién de materiales entrecruzados (49). En particular, DMAEMT vy
DMAPMD, usados en la preparacién de hidrogeles (descripta en capitulos
anteriores), son mondémeros con caracteristicas similares, excepto en su
funcionalidad (éster y amida, respectivamente). Por lo tanto, DMAEMT acttia como
aceptor de enlaces de hidrégeno y DMAPMD actia como aceptor y donante de
enlaces de hidrégeno (50).

En este caso, se discutirdn los estudios de los cambios en las propiedades de
los productos, basado en las diferentes interacciones posibles de dos de los
mondmeros anteriormente usados (DMAPMD y DMAEMT) con VI en las redes
formadas (51).
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Los hidrogeles con VI incorporado, son usados como acomplejantes de iones
metalicos. Una vez que se obtiene el complejo polimero-metal, pueden ser
utilizados como soportes para la inmovilizacién de enzimas (52). El interés en el uso
de estos complejos en catélisis heterogénea se ha incrementado, debido a sus
potenciales ventajas, tales como facil separacidon, recuperacién y reutilizacion. Se
conoce que la reaccién de descomposicion de H,O, es acelerada ante la presencia de
iones divalentes, por lo que, en nuestro caso, ha sido usada como reaccién modelo
para el estudio de la actividad catalitica de los complejos metélicos.

El objetivo de esta parte del estudio, fue el anélisis de co-polimeros
entrecruzados hidrofilicos preparados a partir de DMAPMD, DMAEMT y VI como
mondmeros mono-vinilicos y BIS como agente entrecruzante. Diferentes
proporciones de VI fueron incorporados en las estructuras a fin de producir
hidrogeles mecéanicamente fuertes. La caracterizacion fisico-quimica completa de los
productos se llevé a cabo por diferentes métodos, evaluando particularmente la
incorporacién de VI en las propiedades mecénicas de los productos. Posteriormente,
los hidrogeles seleccionados fueron utilizados como soportes para la retencién de
Cu?* y Pb?*. Los productos con Cu?* adsorbido (polimero—metal), se usaron para
ensayar la efectividad en la descomposicién de H,0,, y se las compard con matrices
que contienen metal adsorbido y que contienen ademés, la enzima catalasa

inmovilizada.

6.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

6.2.1. REACTIVOS

Se utilizaron los siguientes reactivos: N,N’- dimetilaminoetilmetacrilato
(DMAEMT; Sigma);N-(3-dimetilamino)propilmetacrilamida (DMAPMD; Aldrich);
vinilimidazol (VI; Aldrich); N, N’- metilen bisacrilamida (BIS; Mallinckrodt);
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persulfato de amonio (APS; Anedra); N,N,N’,N’- tetrametilenetilendiamino
(TEMED; Anedra); Cu(NOs), (Merck); Pb(NO:s), (Anedra); perdxido de hidrégeno
(H,O,, Anedra); acido acético glacial (CH;COOH, Cicarelli); acido fosférico (H;POy,,
Cicarelli); acido bérico (H3;BOs;, Cicarelli) e hidréxido de sodio (NaOH, Cicarelli).
Los buffers Britton Robinson (BR) se prepararon segun referencia bibliogréafica (53),
disolviendo 2,3 mL de CH;COOH glacial; 2,7 mL de H;PO, y 2,4720 g de H;BO;
en 1000 mL de agua destilada. Se tomaron alicuotas de 100 mL y el pH de cada
solucién se ajustd al valor de pH deseado (3,02; 5,01; 7,00; 9,00 y 11,06), con una

solucién de hidréxido de sodio 2M.

6.2.2. SINTESIS DE LOS HIDROGELES

Los hidrogeles fueron sintetizados por co-polimerizacidn radicalaria en
solucién. Los monémeros DMAEMT 6 DMAPMD vy BIS fueron disueltos en 4 mL de
agua Milli-Q, en un tubo de ensayo. La mezcla fue sonicada durante 10 min y se le
burbujedé N, durante 5 min. Luego, se agregd el co-mondmero VI, el iniciador
radicalario APS y el activador rédox TEMED (al 50%). La mezcla se trasvasé a una
jeringa hipodérmica descartable, usada como reactor y se dejé gelificar a
temperatura ambiente durante 48 h. Cada hidrogel obtenido en forma de barra fue
cortado en discos de aproximadamente 1 cm de espesor; se realizaron varios
lavados de los mismos con agua Milli-Q y se dejaron secar por 2 dias a 35 °C.

Las condiciones experimentales se muestran en la Tabla 6.1 mientras que las
estructuras de los monémeros usados se muestran en la Figura 6.1.

Los productos finales fueron nombrados como DMAPMD 100%; DMAPMD-
co-VI 20%; DMAPMD-co-VI 60%; VI 100%; DMAEMT 100%; DMAEMT-co-VI
20% y DMAEMT-co-VI 60%, dependiendo de la composiciéon molar de los co-

mondmeros.

6.2.3. PARAMETROS DETERMINADOS
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Los indices de hinchamiento en peso (q,) se determinaron segun lo descripto
en la seccién 4.2.3 del Capitulo 4 (DETERMINACION DE LOS PARAMETROS DE
RED).

El porcentaje de relacién de hinchamiento (% SR), se determind en agua
Milli-Q en funcién del tiempo, segin la ecuacién 6.1, donde Mt es peso del disco

con fluido a tiempo t y M, es peso del disco seco.

SR% = [(M -My) / M] x100 (6.1)

Tabla 6.1. Condiciones experimentales de sintesis de los hidrogeles

DMAPMD VI
Hidrogel =
(mol x 10-3) (mol x 10-3)
DMAPMD 100% 5,6 -
DMAPMD-co-VI 20% 4,48 1,12
DMAPMD-co-VI 60% 2,24 3,36
V1 100% - 5,6
DMAEMT VI
Hidrogel
(mol x 10-3) (mol x 10-3)
DMAEMT 100% 5.6 -
DMAEMT-co-VI 20% 4,48 1,12
DMAEMT-co-VI 60% 2,24 3,36
VI 100% - 5.6

21,1 x 10 mol de BIS; 0,0128 g de APS; 0,5 mL de solucién al 50% de TEMED vy
4 mL de agua
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Figura 6.1. Monémeros y agente entrecruzante usados

La difusiéon de agua dentro de los hidrogeles se determiné utilizando la
ecuacion 2.9 (Capitulo 2). De los valores de n y k determinados usando dicha
ecuacion, se puede obtener el coeficiente de difusidon (D) de agua a través de la red,

a partir de la ecuacién 6.2 donde r es el radio del hidrogel en el estado seco.

D=mr2(k/4)!" (6.2)

La determinacién de la densidad de los hidrogeles se realizé6 midiendo el
peso en n-heptano, usando el principio de Arquimedes.

Para estudiar el hinchamiento en respuesta a cambios en el pH, los hidrogeles
fueron colocados en soluciones buffers Britton Robinson, BR en equilibrio, en un
rango de pH 2-11, para asegurarse que la fuerza i6nica sea constante (I = 0,1 M) y
que los iones involucrados sean los mismos (53). Los valores de qw se determinaron
en cada pH vy se representaron vs pH.

Todas las mediciones fueron realizadas por triplicado y los valores fueron

promediados.

6.2.4 CARACTERIZACION POR ESPECTROSCOPIA IR
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Las muestras, en estado seco, fueron mezcladas con KBr y, luego de

morterear, se prepararon las pastillas para tomar los espectros.

6.2.5. ESTUDIOS REOLOGICOS

La RVL de los hidrogeles hinchados en agua se determindé a frecuencia
constante (w=10 Hz). El barrido de frecuencia se determiné a deformacién
constante, correspondiente a la RVL de cada muestra, en un rango de 0,1 a 100 Hz
para estudiar el comportamiento viscoeléstico de los hidrogeles. Las determinaciones
se realizaron en platos planos rugosos de 8 mm a 20 °C.

Los mddulos elastico (G ') y viscoso (G ") de los materiales se midieron
utilizando experimentos oscilatorios de baja amplitud. No se encontré evidencia de
deshidratacién durante las pruebas realizadas. Todas las mediciones fueron por

triplicado y los valores se informan promediados.

6.2.6. TEST DE COMPRESION

Se tomaron muestras cilindricas de los geles (10 mm de didmetro y altura
variable) y se colocaron entre las superficies planas de metal en el equipo Instron
(Modelo 3342). Los geles se comprimieron a 0,1 mm/s con una fuerza de
compresién de intensidad creciente hasta la ruptura total de cada muestra. A
continuacion, se registré la tension vs deformacién. La fuerza de gel se caracterizd
por la méxima deformacién, la méxima tensién de deformacién y el médulo de
Young inicial. Este Gltimo, se calculé a partir de la pendiente del grafico de tensidn
vs deformacién (con valores de tensidn no superiores al 6%). Todas las mediciones

se realizaron en septuplicado y los valores informados por sus promedios.

6.2.7. ESTUDIO DE MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO EN
MODO DE PRESION VARIABLE (VP-SEM)
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Las muestras fueron colocadas en un porta-muestra y fueron observadas sin
metalizar. Las imégenes fueron obtenidas con la finalidad de analizar la morfologia,

con una maghnificacion de 400x. Se usé un equipo LEO 1450 VP.

6.2.8. RETENCION DE METALES, INMOVILIZACION DE ENZIMA
CATALASA SOBRE EL COMPLEJO HIDROGEL/Cu?>* Y ENSAYO DE
DESCOMPOSICION DE PEROXIDO DE HIDROGENO CON EL COMPLE)O
HIDROGEL/Cu?* Y EL COMPLEJO HIDROGEL/Cu?*/ENZIMA CATALASA

Los hidrogeles se colocaron, en sistema batch, en contacto con soluciones de
Cu(NO:s), y Pb(NO:s), de diferentes concentraciones iniciales (40 a 550 ppm). Para
ello, un disco seco de hidrogel (aproximadamente 50 mg) se hinché con 10 mL de
soluciones acuosas de las sales, por 96 h, a temperatura ambiente y con agitacion.
Luego, se tomaron 5 mL de cada sobrenadante y la cantidad de ion metalico
quelado se determiné mediante absorcién atémica. Para ello, se calculd la diferencia
entre la cantidad de ion metélico agregado y la cantidad de iones libres remanentes
en cada solucién, por cada disco ensayado. Se usé un equipo Perkin Elmer 3110. A
partir de las isotermas de adsorcién se pudo determinar el modelo que mejor
explica el proceso y, ademas, calcular los pardmetros correspondientes.

Algunos de los hidrogeles con Cu?* adsorbido (complejo hidrogel/Cu?*)
fueron seleccionados y se colocaron en soluciones de concentracién conocida (0,5
mg/mL) de enzima catalasa en buffer fosfato (pH 7,00) durante 24 h a 4 °C. Luego,
se tomé 1 mL de cada sobrenadante y la cantidad de enzima remanente se
determiné por absorciéon UV-Visible mediante el método de Bradford, con la
respectiva curva de calibracion realizada previamente. Para ello, se utilizé un
espectrofotémetro Shimadzu UV-1800. Posteriormente, se realizdé un lavado con
buffer fosfato (pH 7,00). La cantidad de enzima retenida se obtuvo por diferencia,

entre la cantidad agregada inicialmente y la cantidad remanente en cada solucidn.
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Posteriormente, se realizaron ensayos de descomposicidon de perdxido de
hidrégeno con hidrogeles acomplejados con Cu?* (complejo hidrogel/Cu?*) y con
hidrogeles acomplejados con Cu?* sobre los cuales posteriormente se inmovilizd la
enzima (complejo hidrogel/Cu?*/enzima catalasa). Para ello, los discos de hidrogeles
(50 mg aproximadamente) se colocaron en contacto con 10 mL de solucién 15 mM
de H,O,, en buffer fosfato de pH 7,00. Luego, se tomaron alicuotas de 1 mL, a
diferentes tiempos y la cuantificacién se llevé a cabo por titulacién redox, con

KMnQO,. Finalmente, se graficé la descomposicidon de H,O, en funcién del tiempo.

6.3. RESULTADOS Y DISCUSION

Nuevos hidrogeles fueron preparados variando la relaciéon de co-mondémeros
usados. Los productos DMAPMD 100%; DMAPMD-co-VI 20%; DMAPMD-co-VI
60%; VI 100%; DMAEMT 100%; DMAEMT-co-VI 20% y DMAEMT-co-VI 60%
resultaron en forma de barra y mantuvieron su forma, luego de extraerlos de las
jeringas usadas como reactor. La Tabla 6.1 resume las condiciones experimentales

usadas.

6.3.1. CARACTERIZACION POR FT-IR

Para caracterizar los productos y analizar la presencia de VI, se realizaron
espectros de FT-IR (Figura 6.2). Los productos formados usando DMAPMD como
mondémero base, presentan una sefial fuerte en 1680 cm’, correspondiente a la
vibracién de C = O del grupo amida (Figura 6.2 a). Por otra parte, los hidrogeles
basados en DMAEMT, muestran una sefial fuerte a 1730 cm, correspondiente a la
vibracién de C = O del carbonilo del grupo éster (Figura 6.2 b). La sefial en 1680
cm también se puede observar en este Gltimo debido a que el agente entrecruzante

BIS contiene un grupo amida y forma parte, por ende, de todos los productos
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(Figura 6.2). En todos los productos, excepto en 100% VI, se pueden observar las
sefales a 2800 y 2900 cm™ (vibracién de N-CH, y N-CHj3, respectivamente).

Para los espectros de los polimeros que contienen VI, se puede observar el
aumento relativo en las sefales a 1430 y 610 cm (debido al estiramiento de C=N
del anillo y C-N-C de VI, respectivamente) a medida que el porcentaje de VI
aumenta. Ademas, a mayores proporciones de DMAPMD o DMAEMT, se pueden
observar mas claramente los picos a 2800 y 2900 cm™ (debido al estiramiento de
N-CH, y N-CHs, respectivamente). En los espectros de los productos con
proporciones crecientes de VI, especialmente en el caso de DMAEMT-co-VI 60%, la
sefal a 1230 cm™ (también presentes en VI 100%) se observa claramente, debido a
la vibracién de estiramiento del enlace C-N y la deformacién (en el plano) de C-H,
ambas del anillo de VI. Ademas, se pueden observar las sefiales a 1110 y 1084 cm',

debidas a la vibracién de estiramiento del enlace C-H del anillo de VI.

DMAPMD 100%

DMAPMD-co-VI 20%

DMAPMD-co-VI 60%

VI 100%

% Transmitancia

T T T T T T . T 8 T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm)
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Figura 6.2. Espectros de FT-IR de (a) DMAPMD 100 %, VI 100% y co-
polimeros; (b) DMAEMT 100 %, VI 100% y co-polimeros

6.3.2. PROPIEDADES DE HINCHAMIENTO Y PARAMETROS DE DIFUSION
DEL AGUA

En la Tabla 6.2, se muestran las propiedades de hinchamiento y los
pardmetros de difusion de agua. Con respecto a los qw, los hidrogeles que
contienen DMAPMD presentan, en general, mayores valores de hinchamiento en
agua. Para el hidrogel VI 100%, el valor de hinchamiento determinado fue el
menor. Se podria inferir que las cadenas se encuentran més compactas, como
consecuencia de la interaccidn entre los anillos imidazolinicos. Al modificar
polimeros de DMAPMD con VI, los indices de hinchamiento van disminuyendo a
medida que va aumentando la proporcién de VI, debido probablemente a los
cambios estructurales que producen los anillos arométicos. En el caso de los

hidrogeles con DMAEMT, menos hinchables en agua, la incorporacién de VI
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produce disminuciones menos marcadas en el hinchamiento respecto a los

anteriores.

Tabla 6.2. Pardametros determinados para DMAPMD-co-VI, DMAEMT-co-Vl y VI

100%
Hidrogel (g rﬁ L) qw n (10_8212 1)
DMAPMD 100% (1,11 £ 0,01) (44 £1) 0,89 1,46
DMAPMD-co-VI 20% (1,13 = 0,01) (30 = 2) 0,79 1,97
DMAPMD-co-VI 60% (1,15 = 0,01) (18 1) 0,76 0,86
VI 100% (1,18 = 0,05) (5=x2) 0,86 0,08
DMAEMT 100% (1,10 = 0,01) (17 = 2) 0,60 0,93
DMAEMT-co-VI 20% (1,12 = 0,01) (14 =1) 0,58 0,75
DMAEMT-co-VI 60% (1,16 = 0,01) (10 = 1) 0,71 0,43

p: densidad del polimero; q,: indice de hinchamiento en el equilibrio; n: numero
que indica el tipo de difusién de agua; D: coeficiente de difusion de agua

La cinética de hinchamiento, en agua Milli-Q, a 25 °C y pH neutro, permite
identificar el tiempo durante el cual la matriz y el disolvente alcanzan el equilibrio
de hinchamiento, en esas condiciones experimentales. Como se muestra en la Figura
6.3, los productos que contienen DMAPMD vy los hidrogeles VI 100% alcanzaron su
maximo hinchamiento en 1500 min (24 h aproximadamente), mientras que los
productos que contienen DMAEMT lo alcanzaron en 2800 min (48 h

aproximadamente).
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Figura 6.3. Cinéticas de hinchamiento en agua Milli-Q para (s) DMAPMD
100%; (¢) DMAPMD-co-VI 20%; (A) DMAPMD-co-VI 60%; (o) DMAEMT
100%; (o) DMAEMT-co-VI 20%; (A) DMAEMT-co-VI 60% y (*) VI 100%

Ademas, determinar el coeficiente de difusiéon (D) y el tipo de difusion de
agua (n), dentro del hidrogel, implica conocer pardmetros importantes para poder
predecir la interaccién que se produce entre el disolvente de hinchamiento y las
cadenas de polimero. El pardmetro n puede tomar diferentes valores. Para n entre
0,45 y 0,5, corresponde al tipo de difusién de Fick (el ingreso de agua es por
difusién). En caso que 0,5 < n < 1, corresponde a la difusién anémala (el ingreso de
agua es por difusién y relajacién de las cadenas) y si n = 1 responde al tipo de
difusiéon 1l (el ingreso de agua es por relajacién de las cadenas poliméricas).
Finalmente, si n > 1, corresponde al caso Super tipo Il (la velocidad de ingreso de
agua es independiente del tiempo). En las muestras analizadas, n oscilé entre 0,58 y
0,89 indicando que el mecanismo de penetraciéon de agua es controlado por la
difusiéon y la relajacién de las cadenas de polimero (de tipo anémala, no-Fickiana)

(Tabla 6.2) (54).
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Los hidrogeles en estado seco mantienen mayormente interacciones
hidrofébicas entre las cadenas. Al entrar en contacto con ellas, las moléculas de agua
deben romper estas interacciones, para favorecer las interacciones polimero-agua
que generan mayor incorporaciéon. Asi, cada molécula de agua que entra en la
matriz produce una presién neta en la estructura general de la red. Las cadenas del
hidrogel necesitan tiempo para responder a la presién del hinchamiento y ordenarse
a si mismas, para poder reordenar las moléculas de agua que entran y permitir el
ingreso de mayor cantidad de agua.

Los D, determinados para los hidrogeles (Tabla 6.2) muestran valores mas
bajos, en wvarios &érdenes de magnitud, respecto a los que se encuentran
comunmente para electrolitos en solucién (10¢ m? s7) (55). En estos sistemas, las
moléculas de agua tienen que difundir dentro de una matriz polimérica, por lo
tanto, el impedimento que ocurre a veces, provoca la consecuente disminucién de
D. El VI 100% tiene el coeficiente de difusién méas bajo, producido probablemente
por las fuertes interacciones que tienen lugar entre los anillos imidazolinicos.

La Tabla 6.2 muestra los valores de densidad de los productos. Esta aumenta
con la adicién de VI, posiblemente debido a que las interacciones hidrofébicas
estarfan favorecidas, generando mayor compactacién de cadenas y resultando en

mayor cantidad de material por unidad de volumen.

6.3.3. HINCHAMIENTO CON RESPUESTA AL pH

La respuesta macroscépica de los hidrogeles a diferentes pH del medio se
muestra en la Figura 6.4. A medida que aumenta, los productos muestran una
marcada disminucién en el tamafio. Se observd el cambio mas importante, en
volumen, para DMAEMT-co-VI 20%, en el intervalo de pH 7-11. En cuanto a los
grupos funcionales en cada matriz (Figura 6.1), los grupos funcionales de imidazol y
amida estadn protonados a pH menor a 7, generando repulsiones electrostéticas y

causando mayor estiramiento de las cadenas poliméricas debido a la carga neta
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soportada. A valores de pH muy bajos, sufren mayor estiramiento. En la Figura 6.4,
se puede observar que, la repulsion generada por los grupos funcionales a un pH
bajo es lo suficientemente alta para producir un alto grado de fragmentacién o
ruptura. A excepcién de los productos basados en DMAEMT, no fue posible llevar a
cabo los estudios de hinchamiento (qw) a valores de pH menores a 7, debido a que

se produjo pérdida de material en el proceso de secado.

Figura 6.4. Respuesta macroscépica de (a) DMAPMD-co-VI 20% y (b)
DMAEMT-co-VI 20% sometidos a cambios en el pH

La Figura 6.5 muestra el comportamiento de hinchamiento de los productos
con el cambio en el pH. Al aumentar, los hidrogeles absorben menor cantidad de
agua. Ademads, se observé disminucién de volumen con el aumento de pH en
DMAPMD 100% y también cuando se polimeriza con VI, mientras que se observd
una fuerte disminucién de volumen entre pH 7 y 9 para DMAEMT 100% vy para los
co-polimeros DMAEMT-co-VI.
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Figura 6.5. Hinchamiento en respuesta al pH para (s) DMAPMD 100%:; (o)
DMAPMD-co-VI 20%; (A) DMAPMD-co-VI 60%; (0) DMAEMT 100%:; (o)
DMAEMT-co-VI 20%; (A) DMAEMT-co-VI1 60% y (%) VI 100%

Para los hidrogeles basados en DMAEMT, la variacién del pH genera
diferentes respuestas. La diferencia en qw para todos los valores de pH medidos,
permite concluir que los materiales que contienen DMAEMT son menos hidrofilicos
en comparacién con los preparados con DMAPMD.

La variacién de pH no produjo cambios significativos en RVL para DMAPMD
100%, DMAPMD-co-VI 20% y DMAPMD-co-VI 60% (Figura 6.6). En cambio, la
incorporacién de VI en los productos generé una marcada disminucién en RVL. El
mondmero VI aumenta el médulo elastico G’, sin embargo, la disminucién en la
RVL en forma concomitante, podria indicar interacciones atractivas de corto alcance
entre VI y DMAPMD (no electrostéticas, ya que son independientes del pH).

La RVL de DMAEMT 100% aumenta en respuesta del aumento del pH. La
incorporacién de VI en los hidrogeles que contienen DMAEMT, disminuye la RVL y
la sensibilidad, en el rango de pH estudiado. El efecto combinado del imidazol y del
grupo acrilato en DMAEMT-co-VI 20%, le estaria confiriendo capacidad de resistir a

la fuerza aplicada, al aplicar grandes deformaciones.
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La RVL del DMAPMD-co-VI 60% resultd menos extensa, a medida que
aumenté el pH. Los anillos arométicos imidazolinicos producirian un efecto
dominante, asi como la capacidad de cambiar de forma con los cambios en el pH.

El DMAPMD-co-VI 60% y el DMAEMT-co-VI 60% presentan valores
especialmente bajos de deformacidén reversible, con valores de hasta el 68,1 y
46,4%, respectivamente. La respuesta observada puede atribuirse al hecho de que
los anillos aromaticos producirian una fuerte interaccién, disminuyendo la
flexibilidad de las cadenas. Por lo tanto, la red tridimensional se compacta y se
limita en el desplazamiento. Cuando se rompen las interacciones, el efecto se
extiende a lo largo de la estructura, provocando su ruptura.

Una vez que la interaccién de resonancia entre las cadenas es interrumpida
por la fuerza aplicada, pueden reordenarse rdpidamente y superar la fuerza aplicada
alcanzando un valor en el cual la fuerza es tan grande que el material colapsa

completamente.
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Figura 6.6. RVL de los productos a diferentes pH: (s) DMAPMD 100%:; (o)
DMAPMD-co-VI 20%; (A) DMAPMD-co-VI 60%; (o) DMAEMT 100%:; (o)
DMAEMT-co-VI 20% y (A) DMAEMT-co-VI 60%

6.3.4 ESTUDIOS REOLOGICOS
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En la Figura 6.7 se muestran los graficos de barrido de amplitud de los co-
polimeros DMAPMD-co-VI. Se puede observar que el agregado de VI (en 20 y
60%) generd un aumento en el médulo de almacenamiento G’, con respecto al de
los hidrogeles DMAPMD 100% y VI 100% (ambos sin co-polimerizar). Esto indicaria
que, al estar presente ambas estructuras, se produce un aumento en la rigidez del
material, ya que, a mayor G’ el material es més duro y se requerird mayor energia
para deformarlo. Paralelamente, la presencia de VI en los co-polimeros DMAPMD-
co-VI produce otros efectos. En primer lugar, su incorporacién aumenta la RVL de
los productos. Esto es esperable, si se considera que los anillos aroméaticos de tipo
imidazolinicos otorgarian mayor resistencia a la fuerza de deformacién, como
consecuencia del aumento de interaccién entre las cadenas. En segundo lugar, los
moédulos G aumentan frente al agregado de VI como co-mondmero,
manteniéndose independiente de la proporcidn que se agregue. Esta respuesta se
puede atribuir a la baja probabilidad de las cadenas a fluir, como consecuencia de la

interacciéon entre los anillos imidazolinicos, anteriormente mencionada.
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Figura 6.7. Barridos de amplitud de productos (s @) DMAPMD 100%; (e =)
DMAPMD-co-VI 20%; (A &) DMAPMD-co-VI 60%; y (X ¥) VI 100%; G’

(lleno) G’ (vacio)
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En la Figura 6.8, se muestran los graficos de barrido de amplitud de los co-
polimeros DMAEMT-co-VI. En este caso, el médulo de almacenamiento también
presenta incrementos frente a agregados de VI como co-mondmero. La proporcién
de 60% de VI, es la maxima concentracidon capaz de generar mejores propiedades
mecanicas. Si bien el agregado del co-mondmero genera aumento en la fuerza capaz
de soportar la deformacién, la RVL disminuye respecto al del polimero sin co-
polimerizar. A su vez, se mantiene la tendencia general en el médulo de pérdida

G, mencionada para el caso del DMAPMD.
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Figura 6.8. Barridos de amplitud de productos (o =) DMAEMT 100%:; (o <)
DMAEMT-co-VI 20%; (A &) DMAEMT-co-VI 60% y (¥ %) VI 100%; G’

(lleno) G’ (vacio)

Realizando un andlisis comparativo entre ambos tipos de hidrogeles,
DMAEMT 100% presenta mayor resistencia a la deformacién y mayor RVL respecto
a DMAPMD 100%. La diferencia en resistencia se atribuye a la presencia de los
grupos acrilato y amida, respectivamente. Los mismos propician propiedades

disimiles, generadas por la diferencia en la naturaleza de las interacciones que
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producen los grupos funcionales. A su vez, la incorporacién de mayores cantidades
de VI en los hidrogeles preparados con DMAEMT, genera mayor incremento en la
resistencia de los materiales, respecto a los que contienen DMAPMD. La tendencia
de los médulos de pérdida se mantiene similar para ambos casos, tal como fuera
anteriormente discutido.

En las Figuras 6.9 y 6.10 se puede observar la respuesta de cada matriz frente

a la variaciéon en la frecuencia de la fuerza oscilatoria aplicada.
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Figura 6.9. Barrido de frecuencia para (s @ —) DMAPMD 100%; (e © ---)
DMAPMD-co-VI 20%:; (A X ) DMAPMD-co-VI 60%; y (X ¥ ----) VI 100%;
G’ (lleno); G’ (vacio); n* (lineas)

A partir de la combinacién de los valores de los médulos de almacenamiento

y pérdida, se puede calcular la viscosidad compleja, n * (Pa s) relacionada con la

respuesta del material ante esfuerzos de corte oscilatorio, definida por la ecuacién

201



6.3. Dicha viscosidad, mide la resistencia del material al flujo, como una funcién de

la velocidad de deformacién en cizallas (56-60).

In *(@)| = (C2+GC")"]/ w (6.3)

La viscosidad compleja decae proporcionalmente con la frecuencia, lo que
indica que el componente elastico del material es mayor que el viscoso (60). Por lo
tanto, los materiales exhiben un marcado componente sélido, con relacién al
liquido, y son independientes de la frecuencia aplicada. Ademas, en comparacién
con la adiciéon de VI, la misma respuesta puede observarse en el andlisis de los
barridos de amplitud, lo que confirma el aumento de la resistencia de los co-

polimeros.

n#* (Pa.s)

i .
Frecuencia Angular w

Figura 6.10. Barrido de frecuencia para (0 = —) DMAEMT 100%; (o « ---)
DMAEMT-co-VI 20%; (A 4 ) DMAEMT-co-VI 60% y (% %---) VI 100%;
G’ (lleno); G’ (vacio); n* (lineas)

El VI 100% merece un anélisis particular porque, a frecuencias muy altas, G'

decae, elevdndose luego abruptamente, mientras que el mddulo de pérdida, G", no
g p q p
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se detecta. Aunque este comportamiento es atipico, podria ser el resultado de la
resistencia proporcionada por los anillos imidazolinicos en los materiales. De este
modo, se presume que al aumentar la frecuencia en la fuerza oscilatoria, las cadenas
sufririan un proceso de reacomodamiento, generando un incremento en la
componente sélida, como consecuencia de la gran estabilidad de las interacciones
entre cadenas, generada por los anillos. Inicialmente, la caida podria atribuirse a
que, la frecuencia oscilatoria generaria movimiento entre las cadenas, produciendo
repulsién por la elevada densidad electrénica de los anillos de imidazol. Entonces, la
estabilidad podria ser predominante sobre el efecto repulsivo, dando lugar al
incremento en la componente sélida, y con ello en la viscosidad dindmica,
mencionado anteriormente. Finalmente, cabe mencionar que los materiales no
muestran variaciéon significativa frente a la frecuencia en la fuerza aplicada. Por lo
tanto, la discusiéon anterior en base a los barridos de amplitud podria aplicarse a

otros valores de frecuencia entre 0,1 a 100 Hz, no sélo para w = 10 Hz.

6.3.5. PROPIEDADES MECANICAS

Como ya se mencioné anteriormente, el médulo de Young (pendiente
inicial) representa la deformacién reversible que es capaz de sufrir un material. Por
otro lado, la méxima carga de compresién indica la fuerza méxima que es capaz de
soportar un dado material, antes de fracturarse. La Tabla 6.3 muestra las
caracteristicas mecénicas de los diferentes hidrogeles. Se puede observar que, a
medida que la proporcién de VI es mayor, la pendiente inicial se incrementa,
generando un mayor comportamiento sélido, haciendo a los hidrogeles mas
resistentes frente a una fuerza de compresién. Las propiedades mecénicas mejoran
notablemente por la adicién de VI, ya que se genera un claro aumento en la
resistencia a la fuerza de compresién. El anillo imidazol podria producir una gran
interaccién entre las cadenas del polimero por efecto resonante, generando el

aumento en la resistencia a una dada fuerza de compresién.
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Por otra parte, la incorporaciéon de VI mejora la resistencia de los materiales
y aumenta la tensidn o fuerza a la que se debe someter el material para deformarlo
(Figura 6.11). La Tabla 6.3 detalla la méaxima deformacién antes de la rotura que
pueden soportar los productos. Se puede observar que los mas deformables fueron
los que contienen DMAEMT en su estructura. Los mas resistentes fueron el
DMAPMD-co-VI 60% y el DMAEMT-co-VI 60%. Por la adicién de VI, se produce
un marcado efecto sinérgico. Sus pendientes iniciales aumentaron 5 y 10 veces,
respectivamente, con respecto a los hidrogeles producidos a partir de los

mondmeros puros.

Tabla 6.3. Propiedades mecénicas de los materiales

Maxima . .
. . . .. Maxima
. Pendiente Inicial tension de ..
Hidrogel P deformacion
(MPa) deformacioén (%)
(MPa) °
DMAPMD 100% 0,0150 0,0209 44
DMAPMD-co-VI 20% 0,0220 0,0350 39
DMAPMD-co-VI 60% 0,0645 0,0591 36
DMAEMT 100% 0,0061 0,0508 82
DMAEMT-co-VI 20% 0,0180 0,051 67
DMAEMT-co-VI 60% 0,0675 0,0587 58
VI100 0,0116 0,0309 55

Se realizd un andlisis de varianza (Anova) y test de Tukey con nivel de significancia del 5 %
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Figura 6.11. Respuesta mecanica para (a) DMAPMD 100%; (b) DMAPMD-
co-VI 20%; (c) DMAPMD-co-VI 60%; (d) DMAEMT 100%; (e) DMAEMT-
co-VI 20%:; (f) DMAEMT-co-VI 60% vy (g) VI 100%

6.3.6. ESTUDIO DE VP-SEM

Teniendo en cuenta la morfologia de cada material, se puede afirmar que los
hidrogeles que contienen DMAPMD (Figuras 6.12 a, b y ¢) tienen poros mas grandes
que los que contienen DMAEMT (Figuras 6.12 d, e y f). A su vez, la incorporacién
de VI en los productos generd una gran disminucién en el tamafio de poros hasta el

colapso completo de VI 100%, donde no se observd la presencia de poros.
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Figura 6.12. Imagenes de VP-SEM (400x) de (a) DMAPMD 100%, (b)
DMAPMD-co-VI 20%, (c¢) DMAPMD-co-VI 60%, (d) DMAEMT 100%, (e)
DMAEMT-co-VI 20%, (f) DMAEMT-co-VI 60% y (g) VI 100%

Los hidrogeles que contienen DMAPMD, tienen los valores més altos de qw
(Tabla 6.2), en concordancia con los tamafios de poro mas grandes observados
(Figura 6.12). Con la adicién de VI, qw y el tamafo de poros disminuyen. Los
hidrogeles que contienen DMAEMT tienen poros més pequefios y menores valores

de qw respecto a los que contienen DMAPMD, lo que refleja su arquitectura
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estructural. Por lo tanto, el tamafo de poro estd relacionado con el espacio
disponible para la entrada de agua en el material. Por ejemplo, el observado por
VP-SEM estd de acuerdo con los valores de coeficientes de difusion que se
mostraron en la Tabla 6.2.

El VI 100% presenta el mayor valor de densidad (Tabla 6.2) y esta propiedad
disminuye con la incorporacién de los co-mondmeros. Esto concuerda con los
resultados que se muestran en la Figura 6.12 (g): en un volumen dado, la cantidad
de VI 100% se encuentra mas compacta respecto a aquellos materiales con
estructura porosa. En resumen, la Tabla 6.2 y la Figura 6.12 muestran la
consecuencia de la incorporacién del VI en la porosidad de los productos. El VI crea
interacciones atractivas en los hidrogeles que contienen DMAPMD y DMAEMT v,
como consecuencia, el tamafo de poro disminuye. Por lo tanto, los datos
mostrados en la Tabla 6.2 son consistentes con los de estudios de la morfologia de

cada material.

6.3.7. RETENCION DE METALES, INMOVILIZACION DE ENZIMA
CATALASA SOBRE EL COMPLEJO HIDROGEL/Cu?* Y ENSAYO DE
DESCOMPOSICION DE PEROXIDO DE HIDROGENO CON EL COMPLEJO
HIDROGEL/Cu?* Y EL COMPLEJO HIDROGEL/Cu?*/ENZIMA CATALASA

Los hidrogeles DMAPMD 100%, DMAPMD-co-VI 20% y DMAPMD-co-VI
60% fueron puestos en contacto con cuatro soluciones de concentraciones
conocidas de cobre y plomo (en forma individual y en forma competitiva). Se
dejaron en contacto durante 48 h, hasta alcanzar el equilibrio de hinchamiento.
Luego, se tomaron alicuotas de cada sobrenadante, para determinar la
concentracién del ion metélico, por medio de absorcién atémica. Se realizd una
curva de calibracién con seis concentraciones estandarizadas y, a partir de ella se
procedié a medir la concentracién de los iones no retenidos. A partir de estos
valores de concentracién, fueron construidas las isotermas de adsorcién. Los

pardmetros de adsorcién fueron obtenidos a partir del modelo que mejor explicé el
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fendbmeno adsortivo, siendo en todos los casos, el de Langmuir. Los resultados
ajustaron a dicho modelo, a partir del cual se pudo calcular la retencién méaxima de
cada hidrogel. Los resultados, demostraron que la capacidad maéaxima de adsorcién
de Cu*? y Pb*? de DMAPMD 100%, fue de 117,65 mg de Cut*?/g de polimero y
173,91 mg de Pb*?/g de polimero. EI DMAPMD-co-VI 20% retuvo 135,63 mg de
Cu*?/g de polimero y 105,82 mg de Pb*?/g de polimero, mientras que el DMAPMD-
co-VI 60% retuvo 163,90 mg de Cu*?/g de polimero y 100,87 mg de Pb*?/g de
polimero. En la Tabla 6.4 se puede observar que, a medida que aumenta la
proporcién del VI en la red, aumenta la retencién de Cu?* y disminuye la de Pb?*.
Cuando ambos metales estdn en competencia, la selectividad de las matrices por la
retencién de Cu?* aumenta al aumentar la proporcién de VI en la red.

El DMAPMD-co-VI 20% y el DMAPMD-co-VI 60% tuvieron capacidad de
retener ambos metales. Ademas, tienen mejores propiedades mecénicas respecto al
DMAPMD 100 %, lo que genera mejores caracteristicas como adsorbentes, y como

complejo polimero-metal, para su posterior uso en inmovilizacién de enzimas.

Tabla 6.4. Valores de retencién de Cu?* y Pb?* a partir de los hidrogeles

Cuz+ Remocién competitiva
de Cu?*
Hidrogel
x max b x max b
(mg/g) (L/mg) (mg/g) (L/mg)
DMAPMD 100% 117,65 0,040 43,84 0,190
DMAPMD-co-VI 20% 135,63 0,232 47,15 2,090
DMAPMD-co-VI 60% 163,90 0,108 48,92 0,860
Pb2+ Remocién competitiva
de Pb?+
X max b X max b
(mg/g) (L/mg) (mg/g) (L/mg)
DMAPMD 100% 173,91 0,044 - -
DMAPMD-co-VI 20% 105,82 0,028 - -
DMAPMD-co-VI 60% 100,87 0,018 51,36 0,12
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Por otra parte, se estudié la efectividad de los nuevos hidrogeles
acomplejados con Cu?* en la descomposicion de perdxido de hidrégeno, segin el

siguiente esquema, para poder ser aplicados en catélisis heterogénea (61):

L-Cu?* + H,0, - 5 L-Cu*OH+H
L-Cu**OH+H,0, —— = L-Cu*+0,+*0H+H,0
L-Cu* + H,0, ——> L-CaZ*+*0OH+OH
3HEDQ —_— 01+1‘DH+1H10

Por otro lado, la catalasa, que es una enzima perteneciente a la categoria de
las oxidorreductasas, se encuentra en las células de los tejidos animales y vegetales.
Su funcién en los tejidos es necesaria porque durante el metabolismo celular,
cataliza la descomposicion del H,O, que se forma, en agua y oxigeno segun el

siguiente esquema (62):

2 H50, catalasa 2H0 + 0,

Por esto, las matrices con Cu?* adsorbido se usaron para ensayar la
efectividad en la descomposicion de H,0,, y se las compard con matrices que
contienen metal adsorbido y la enzima catalasa inmovilizada.

La Figura 6.13 muestra los valores, en moles, de descomposiciéon de perdxido
de hidrégeno en funcién del tiempo. En los casos en los que se usaron los complejos
polimero-metal, la descomposicién de H,0, fue efectiva. En general, a mayor
cantidad de Cu?* adsorbido (DMAPMD-co-VI 60%-Cu?*), la descomposicién resultd

mayor.
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Figura 6.13 Valores en moles de descomposicion de H,0, en funcién del
tiempo usando: (m) DMAPMD-co-VI 60%-Cu?+; (e) DMAPMD-co-VI 20%
Cu?*; (V) DMAPMD 100% Cu?*; («) Blanco, sin hidrogel (Control)

Los productos DMAPMD 100%, DMAPMD-co-VI 20% y DMAPMD-co-VI
60% que habian retenido 117,65; 135,63 y 163,90 mg de Cu*?/g de polimero,
respectivamente, inmovilizaron a su vez 50, 44 y 37 mg de enzima catalasa por
gramo de hidrogel, respectivamente. Esto indica que, a menor cantidad de Cu?*
adsorbido, mayor fue la proporcién de enzima inmovilizada. Asi mismo, en los
casos de las matrices que tienen catalasa, la mayor eficiencia en la descomposicién se
observé en las matrices que fueron capaces de inmovilizar mayor cantidad de la
enzima (Figura 6.14). Cabe destacar que la descomposicion de perdxido de

hidrégeno resultd eficiente en todos los casos.
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Figura 6.14. Valores en moles de descomposicion de H,0, en funcién del
tiempo usando: (m) DMAPMD 100% Cu?*/catalasa; (¢) DMAPMD-co-VI
20%-Cu?+*/catalasa y (A) DMAPMD-co-VI 60% Cu?+/catalasa

6.4. CONCLUSIONES

Todos los hidrogeles sintetizados resultaron con grupos funcionales
especificos en sus estructuras ya que se utiliz6 DMAPMD, DMAEMT y VI como
mondémeros mono-vinilicos y BIS como agente entrecruzante. Diferentes
proporciones del VI se incorporaron en las estructuras del polimero, a fin de
producir hidrogeles mecanicamente fuertes. Los productos resultaron novedosos, de
tipo barra, homogéneos, expandibles e hinchables en agua. Los estudios de
propiedades mecénicas mostraron que la incorporacién del VI aumenté la rigidez de
los materiales.

La tensidbn maéaxima de deformacién, el médulo de Young y el mddulo
elastico (G') aumentaron cuando la fraccién del VI fue de 0,6 en ambos casos, ya sea

que el co-mondmero fuera DMAEMT o DMAPMD. Los valores de qw disminuyeron
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con el aumento de la fraccidon molar del VI, independientemente del co-monémero,
lo que indica que las interacciones entre cadenas se intensifican por la presencia del
VL.

Probablemente, el efecto sinérgico no es causado por los grupos amida o
éster presentes en el DMAPMD y el DMAEMT, respectivamente, ya que el aumento
es similar en ambos casos. Es probable que las interacciones favorables se produzcan
entre el VI y los monémeros DMAPMD y DMAEMT, porque las determinaciones de
tension méaxima de deformacién resultaron més altas que las de sus respectivos
homo-polimeros.

La relacién de 3:2 (VI:co-mondémero) es la que otorga mayor sinergia, lo que
podria indicar que el DMAEMT o el DMAPMD podrian actuar como espaciadores o
separadores de los anillos de imidazol, aumentando el médulo y la tensién méaxima
de deformacién. Esto podria explicar la presencia de la menor RVL, basada en el
corto alcance de las interacciones del anillo VI.

Los materiales optimizados, con alto efecto sinérgico, fueron usados en
retencién de iones metalicos. Los hidrogeles que contienen VI (tal como DMAPMD-
co-VI 20%) fueron capaces de retener ambos metales, destacando que tienen
mejores propiedades mecénicas respecto a DMAPMD 100%. Esto genera mejores
caracteristicas como adsorbente, confiriéndole ademé&s mejores propiedades finales
al complejo polimero-metal formado, para posterior uso en inmovilizacién de
enzimas.

Las matrices con Cu?* adsorbido, se usaron para ensayar la efectividad en la
descomposicion de H,0,, y se las comparé con matrices que contienen metal
adsorbido y la enzima catalasa inmovilizada. En los casos en los que se usaron los
complejos polimero-metal, la descomposicién de peréxido de hidrégeno fue
efectiva y, a mayor cantidad de Cu?* adsorbido, la descomposicién, en general,
resultd6 mayor. Asi mismo, en los casos de las matrices que tienen catalasa
inmovilizada, la mayor eficiencia en la descomposicién se observé en las matrices
que fueron capaces de inmovilizar mayor cantidad de la enzima. Cabe destacar que,

la descomposicion de H,0, resultd efectiva en todos casos.
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CONCLUSIONES GENERALES

El objetivo principal de este trabajo de Tesis, fue obtener nuevos hidrogeles
con grupos funcionales especificos en sus estructuras, que sean efectivos para la
inmovilizacién de moléculas biolégicas o para la retencién de iones metélicos. La
blasqueda de propiedades mecénicas 6ptimas, fue de gran importancia debido a que
la reutilizacién de estos sistemas poliméricos, es fundamental para su relevancia en
las areas de biocatalisis, catélisis y descontaminacién de efluentes. Para lograr el
objetivo de este trabajo de Tesis, se planted entonces la combinacién de numerosos
mondmeros, considerando las ventajas que aportan cada uno de ellos.

En el primer sistema estudiado, se logré la sintesis de hidrogeles de acrilamida
(AAm) entrecruzados con N, N’-metilen bisacrilamida (BIS) utilizando distintas
condiciones experimentales de sintesis, que dieron lugar a dos productos diferentes,
barras y particulas. Ambos productos fueron modificados quimicamente para
obtener grupos amino primario. La incorporacién de dichos grupos, le confirié a los
productos la capacidad de hinchamiento dependiente del pH, y fundamentalmente
la capacidad de retener alta cantidad de Cu*2. Cabe destacar, que las mejores
retenciones se lograron a partir de las matrices poliméricas obtenidas en forma de
barra. Esto, fue posiblemente debido a la presencia de canales, que le otorgarian a
la matriz una gran superficie de contacto con el ion metdlico. Es importante destacar
que, a pesar de la simplicidad de dicho sistema, se lograron retenciones de Cu*?
comparables o ain mayores, respecto a los de trabajos previos donde se estudiaron
sistemas similares.

La principal desventaja de este sistema, fue la falta reproducibilidad, debido
posiblemente a la reaccién de hidrdlisis secundaria, producida paralelamente a la
reaccién de modificacién de las matrices.

Posteriormente, se planted partir de los mondédmeros 2-aminoetil metacrilato
(AEMA), para incorporar directamente los grupos amino primario en la estructura
de la red, y N-acriloil-tris (hidroximetil) aminometano (NAT), que posee tres grupos

hidroxilo que estabilizan la red a partir de la formacién de puentes de hidrogeno. La
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presencia de los grupos amino, fue considerada de importancia debido a la
factibilidad de derivatizacién para luego inmovilizar una molécula biolégica.

Sobre este sistema, se logrd la sintesis de matrices basadas en NAT, y de tipo
NAT-co-AEMA, donde AEMA fue incorporado en diferentes proporciones. Todos
los productos resultaron hidrogeles de tipo homogéneos, expandibles e hinchables
en agua.

Posteriormente, se logré la incorporacién de grupos epdxido mediante el uso
de epicloridina (ECH) y 1,4 butanodiol diglicidil éter (BDGE). Sobre ambas matrices
activadas con los grupos epdxido, se logrd la inmovilizacién de la enzima Candida
rugosa. Los mayores porcentajes de actividad de la enzima, se lograron cuando se
usé BDGE, de mayor longitud, actuando ademés, como “brazo” espaciador.

También, a través de la técnica de modificacion superficial de grafting o
injerto, se incorporaron cadenas laterales poliméricas, a partir de AEMA, logrando
grupos amino que permitieron la inmovilizacién de la enzima. Estos productos,
donde la enzima se encuentra més alejada de la red polimérica, arrojaron resultados
de porcentajes de actividad enzimatica alin mayores, con respecto a la enzima libre.

Si bien se logrd la reutilizacién del sistema, conservando altos porcentajes de
actividad enzimatica, se intentd optimizar méas aun las propiedades mecénicas de los
productos, incorporando mayor cantidad de agente entrecruzante. Las propiedades
mecanicas se vieron efectivamente mejoradas, manteniéndose altos porcentajes de
actividad enzimética. De esta forma, se obtuvieron hidrogeles resistentes vy
promisorios a ser utilizados en varios ciclos de catalisis.

Posteriormente, el trabajo fue enfocado hacia la blusqueda de un nuevo
sistema eficaz para la retencién de iones metdlicos, en base a antecedentes de
polimeros con grupos amida, amina y acido, entre otros, que interactiian con iones
metdlicos a través de la formacién de complejos. Se realizé la sintesis de hidrogeles
de N-[3-(dimetilamino) propil] metacrilamida (DMAPMD), logrdndose condiciones
de sintesis 6ptimas para alcanzar alta retencién y recuperacién de Cu?*, Zn?*, Pb?y
Hg?*. Los estudios evidenciaron que el grupo amino terciario presente en las redes

poliméricas, seria el responsable de la formacién del complejo.
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Al realizar las isotermas de adsorcidén y analizar valores de coeficientes de
correlacién, se determind que los datos experimentales para Cu?*, Zn?** y Pb?*
ajustan al modelo de Langmuir, que postula que la superficie tiene un namero fijo
de centros activos idénticos y definidos y que la adsorcién es en monocapas,
uniforme y sobre una superficie homogénea. Para el caso del Hg?*, ajustan al
modelo de Freundlich. Este altimo, describe el equilibrio sobre una superficie
heterogénea y plantea un modelo “no ideal” de adsorcién en multicapas, en el que
los centros activos no tienen la misma energia de adsorcion. Este comportamiento
diferente, fue posiblemente debido a que los ensayos de retencién de los iones
metdlicos fueron realizados a partir de soluciones de distinto pH: la retencién de
Hg?* fue llevada a cabo a pH menor a 3, por problemas de solubilidad de la sal
usada, mientras que la adsorcién de Cu?*, Zn?* y Pb?*, se llevd a cabo a pH mayor a
5. Cabe destacar que los hidrogeles utilizados en estos ensayos habian demostrado
ser sensibles a los cambios de pH, mostrando diferente hinchamiento segin el pH.

Considerando las excelentes caracteristicas del sistema anterior en cuanto a
retencién y recuperacion de los iones metélicos estudiados, y, en la basqueda de
mejorar las propiedades mecénicas manteniendo buena efectividad, se incorporé el
mondmero N-[3-(dimetilamino) etil] metacrilato (DMAEMT) en los productos.

Su incorporacién a la red, otorgd mejoras considerables en las propiedades
mecéanicas de los productos, manteniéndose altos los porcentajes de retencién de los
iones metélicos. Una particularidad a destacar, fue que la incorporacién de
DMAEMT en la red polimérica, otorgd a los hidrogeles selectividad hacia la
retencion de Cu?*, cuando los ensayos fueron realizados con una mezcla de Pb?* y
Cu?* en bajas concentraciones.

DMAEMT y DMAPMD, usados en la preparacién de los hidrogeles
anteriores, son monémeros con caracteristicas similares, excepto en su funcionalidad
(éster y amida, respectivamente). En la ultima parte del trabajo de tesis, se analiz6 la
alternativa de la utilizacién de grupos funcionales de tipo arométicos para reforzar
las propiedades mecéanicas. Con este fin, se incorpord el mondémero vinilimidazol

(V1) en las redes poliméricas. Dicho mondédmero con caracteristicas hidrofébicas y
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estructura aromatica le otorgd mayor rigidez a los productos, encontrandose
Optimas propiedades mecénicas. Ademas, en todas las matrices en las cuales se
incorporé VI, se mantuvieron altos porcentajes en la retenciéon de los iones
metalicos.

Por otro lado, es importante destacar que, sobre las matrices que poseen Cu?*
adsorbido, se logré la inmovilizacién de la enzima Catalasa de forma efectiva.

Los productos DMAPMD-VI-Cu?* (polimero—metal), se usaron para ensayar la
efectividad en la descomposicién de H,0,, y se las comparé con matrices que
contienen la enzima catalasa inmovilizada. En los casos en los que se usaron los
complejos polimero-metal, la descomposiciéon de H,0, fue efectiva. También, se
observé que, en general, a mayor cantidad de Cu?* adsorbido, la descomposicién
resultd mayor. Asi mismo, en los casos de las matrices con catalasa inmovilizada, la
mayor eficiencia en la descomposicion se logré con aquellas que fueron capaces de
inmovilizar mayor cantidad de la enzima. Cabe destacar, que la descomposicién de

H,0, resultd efectiva en todos casos.
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