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RESUMEN

En esta Tesis Doctoral se propuso la sintesis de hidrogeles termo-sensibles para
aplicaciones biomédicas a partir de copolimeros de alginato y N-isopropilacrilamida
(NIPAAmM). Los copolimeros de injerto se obtuvieron empleando tres métodos de sintesis:
uno basado en la generacion de los sitios reactivos por medio de un iniciador redox
convencional (nitrato de amonio y cerio(IV), CAN), el otro mediante radiaciones ionizantes
de alta energia, mientras que el tercer método se realizd en dos etapas consecutivas,
obteniendo primero polimeros telequélicos amino-terminados los cuales se unieron luego a la
cadena del alginato por medio de una reaccién de condensacion.

Los copolimeros obtenidos fueron caracterizados quimica y térmicamente empleando
distintas técnicas analiticas tales como Resonancia Magnética Nuclear de protén (*H-NMR),
Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR), analisis termogravimétrico
(TGA), reologia y mediciones de punto de nube (CP).

Los copolimeros de injerto obtenidos mediante irradiacion con rayos gamma de
soluciones acuosas de alginato y NIPAAm presentaron buenas propiedades fisicas, tal como
solubilidad y termosensibilidad. La composicion de los copolimeros resulto ser funcion de la
dosis de radiacion y la composicion de alginato y NIPAAm en la mezcla inicial de reaccion.

De las otras dos vias de sintesis quimica utilizadas, resultdé mejor aquella basada en la
obtencién de PNIPAAm amino terminado (PNIPAAmM-NH,), y su posterior injerto en la
cadena de alginato mediante la reaccion de condensacion entre los grupos amino del
PNIPAAmM y los grupos carboxilicos del alginato, ya que se obtuvieron copolimeros con
estructura quimica controlada, con cadenas laterales de masas molares conocidas y una
composicion definida por la mezcla de reaccion.

Los hidrogeles empleados en los ensayos de hinchamiento se prepararon en forma de
perlas, por medio del goteo de soluciones de copolimeros sobre una solucién de cloruro de
calcio. El grado de hinchamiento de los hidrogeles obtenidos a partir de los copolimeros
sintetizados por irradiacion presenté una dependencia con la temperatura y el contenido de
PNIPAAM.

Por otra parte, si bien los copolimeros obtenidos a partir del injerto de PNIPAAM-NH,
sobre el alginato presentaron termosensibilidad en solucidn, tal como se pudo observar en los
ensayos de reologia, los hidrogeles obtenidos a partir de estos copolimeros no mostraron
luego este comportamiento, debido probablemente al menor contenido de PNIPAAmM una vez

obtenido el hidrogel hinchado.



Para llevar a cabo ensayos de liberacion se seleccionaron como matrices portadoras del
farmaco modelo a aquellos hidrogeles mas promisorios de acuerdo a los resultados de
hinchamiento obtenidos previamente. Estudios preliminares de liberacion de atenolol
empleando hidrogeles termosensibles, preparados a partir de los copolimeros de injerto
obtenidos por irradiacion, mostraron una liberacion de aproximadamente un 70 % del

contenido inicial del farmaco en el hidrogel en la primer hora de ensayo a 37 °C.



ABSTRACT

In this Doctoral Thesis the synthesis of thermo-responsive hydrogels for biomedical
application obtained from alginate and N-isopropylacrylamide (NIPAAm) graft copolymers
has been proposed. In order to obtain the copolymers three methods of graft copolymerization
have been studied: gamma-ray irradiation and two different methods of conventional grafting
reactions using chemical initiator agents.

Obtained graft copolymers were chemically and thermally characterized by
H-Nuclear Magnetic Resonance (*H-NMR), Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR), Thermal Gravimetric Analysis (TGA), rheology, and cloud point measurements
(CP).

Graft copolymers obtained by gamma-ray irradiation of aqueous solutions of alginate
and NIPAAm presented good physical properties such as solubility and thermosensibility.
Copolymers composition is a function of radiation dose and alginate and NIPAAM
composition in the initial aqueous solution.

Only graft copolymers obtained from amino-terminated PNIPAAmM, PNIPAAmM-NH,
prepared by a redox initiator, and grafted to alginate by a condensation reaction between
amino groups of PNIPAAmM-NH,; and carboxylic groups of alginate, gave copolymers with a
know chemical structure with side chains of defined molar mass defined and a composition
given by the reaction mixture.

Swelling degree studies were performed on hydrogels obtained by dropping an aqueous
solution of the copolymer onto a solution of calcium chloride. Swelling degree of the
hydrogels, prepared by using the copolymers synthesized by gamma irradiation, was a
function of both temperature and NIPAAm content.

On the other hand, even when copolymers obtained by grafting PNIPAAmM-NH, onto
alginate showed an observable thermosensibility in solution, hydrogels prepared with those
graft copolymers did not behave in the same way, probably due to the low PNIPAAmM content
in the swollen hydrogel.

Controlled release studies were carried out on those hydrogels that presented thermo-
sensitivity in the swelling study. Preliminary results on athenolol release, using the thermo-
sensitivity hydrogels obtained from the graft copolymers synthesized by gamma radiation,

gave a 70 % recovery of initial drug load after one hour at 37 °C.
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COP-H al 10 %m/m a 0,1 Hz y 0,38 Pa, Simbolos: (@) G"y (O) G”".

Figura 5.15. Propiedades viscoelasticas de soluciones acuosas del copolimero
COP-L a 0,1 Hzy 0,38 Pa, Simbolos: (A,A) Gy G a 10 %m/m, (®,0) G" y
G al2%m/my (M) G yG™” ald %m/m.

Figura 5.16- Propiedades viscoelasticas de soluciones acuosas del copolimero
COP-H a 0,1 Hz y 0,38 Pa, Simbolos: (A,A) G y G~ a 10 %m/m, (®,0) G’
yGTal2%m/my ()G yG™ ald %m/m.

Figura 5.17- Viscosidad compleja relativa (7*r) en funcion de la temperatura
adimensional (T/T,s) para soluciones acuosas de COP-L. Simbolos: (@) 10
%m/m, (O) 12 %m/m y (M) 14 %m/m.

Figura 5.18- Propiedades viscoelasticas de soluciones acuosas al 10 %m/m del
copolimero COP-L a 0,1 Hz y 0,38 Pa, Simbolos: (A,A) Gy G 0 M
Na SOy, (B,0) G yG™” 0,1 M Na,;SO,y (@,0)G" yG™ 0,3 M Na,SO,.

Figura 5.19- Viscosidad compleja relativa (7*r) en funcion de la temperatura
adimensional (T/T,) para soluciones acuosas al 10 %m/m de COP-L.
Simbolos: (@) 0 M Na,SO,, (O) 0,1 M Na,SO, y (H) 0,3 M Na,SO.,.

Figura 5.20. Propiedades viscoelasticas de una solucion acuosa del
copolimero COP-C al 10 %m/m a 0,1 Hz y 0,38 Pa. Simbolos: (ll) G y
(m)Ncl

Figura 5.21. Propiedades viscoelasticas de soluciones al 12 %m/m del
copolimero COP-C a 0,1 Hz y 0,38 Pa. Simbolos: (M,L])) Gy G™”, 0 M
Na,SO,, (@,0) Gy G, 0,1 M Na,SO,

Figura 6.1- Bomba perfusora Cole Parmer 74900 Series empleada en la
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preparacion de perlas de alginato.

Figura 6.2- Grado de hinchamiento de geles de alginato de calcio en funcion
de la fuerza iénica del medio. Simbolos: () 1 h, (&) 2 h, (H) 3 h, ((J) 4 h,
(A)5h, (A)6h, (@) 7hy(O)24h.

Figura 6.3- Grado de hinchamiento de geles de alginato de calcio en funcién
del tiempo a pH 4.

Figura 6.4- Grado de hinchamiento de geles de alginato de calcio en funcion

del tiempo a pH 7.

Figura 6.5- Grado de hinchamiento de geles de alginato de calcio en funcion
del tiempo a pH 10.

Figura 6.6- Grado de hinchamiento de geles de alginato de calcio en funcién
del tiempo. Simbolos: (@) buffer pH 10, (O) buffer pH 10 con 0,9 %m/v NacCl,

(A) solucion salina 0,9 %m/v NaCl.

Figura 6.7- Grado de hinchamiento de geles HCOPI-1-80N en una solucion
acuosa 0,9 %m/v NaCl. Simbolos: (@) 1 h en 2 %m/v CaCl,, (L1) 4 hen 2
%m/v CaCl, y (A) 24 hen 2 %m/v CaCl..

Figura 6.8. Imagenes obtenidas mediante microscopia Optica de perlas de
HCOPI-1-80N a) D = 0,85 mm, aguja 31G y b) D = 1 mm, aguja 25G

Figura 6.9- Grado de hinchamiento de HCOPI-1-80N curados durante 1 h en
una solucibn 2 %m/v CaCl, e hinchados en una solucion acuosa
0,9 %m/v NaCl. Simbolos: (®) D = 0,85 mm, aguja 31G y (O) D = 1 mm,
aguja 25G.

Figura 6.10- Relacidon de hinchamiento a 24°C para los hidrogeles formados a
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partir de soluciones al 4% (e) y al 8% (o) del copolimero COPI-1-80N.

Figura 6.11- Relacion de hinchamiento a 24°C para los hidrogeles formados a
partir de soluciones al 4 % (@) y al 8 % (O) del copolimero COP-L.

Figura 6.12- Mediciones del grado de hinchamiento de geles de copolimeros a
37 °C. Bafio termostatizado, filtro y capsulas empleadas para el pesado de las

perlas.

Figura 6.13- Grado de hinchamiento de geles de copolimeros de alginato y
PNIPAAmM obtenidos por irradiacion con 5 kGy e hinchados en una solucion
acuosa 0,9 %m/v NaCl. Simbolos: (@) H-COPI-5-80N a 24 °C (O) H-COPI-5-
80N a 37 °C, (M) H-COPI-5-67N a 24 °C, (CJ) H-COPI-5-67N a 37 °C, (A) H-
COPI-5-50N a 24 °C (A) H-COPI-5-50N a 37 °C.

Figura 6.14- Grado de hinchamiento de geles de copolimeros de alginato y
PNIPAAmM obtenidos por irradiacién con 1 kGy e hinchados en una solucion
acuosa 0,9 %m/v NaCl. Simbolos: (@) H-COPI-1-80N a 24 °C (O) H-COPI-1-
80N a 37 °C, (H) H-COPI-1-67N a 24 °C, (1) H-COPI-1-67N a 37 °C, (A) H-
COPI-1-50N a 24 °C (A) H-COPI-1-50N a 37 °C.

Figura 6.15- Grado de hinchamiento de geles de copolimeros de alginato y
PNIPAAmM obtenidos por irradiacion con 0,5 kGy e hinchados en una solucién
acuosa 0,9 %m/v NaCl. Simbolos: (@) H-COPI-05-80N a 24 °C (O) H-COPI-
05-80N a 37 °C, (H) H-COPI-05-67N a 24 °C, ([1) H-COPI-05-67N a 37 °C,
(A) H-COPI-05-50N a 24 °C (A) H-COPI-05-50N a 37 °C.

Figura 6.16- Grado de hinchamiento de geles de copolimeros de alginato y
PNIPAAmM obtenidos por irradiaciéon con 0,3 kGy e hinchados en una solucién
acuosa 0,9 %m/v NaCl. Simbolos: (@) H-COPI-03-80N a 24 °C (O) H-COPI-
03-80N a 37 °C, (H) H-COPI-03-67N a 24 °C, (1) H-COPI-03-67N a 37 °C,
(A) H-COPI-03-50N a 24 °C (A) H-COPI-03-50N a 37 °C.
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Figura 6.17- Grado de hinchamiento a 24 °C de geles de copolimeros de
alginato y PNIPAAm obtenidos por irradiacion e hinchados en una solucion
acuosa 0,9 %m/v NaCl. Simbolos: a) (@) H-COPI-5-80N, (O) H-COPI-1-80N,
(A) H-COP05-80N, (A) H-COPI-03-80N b) (H) H-COPI-5-67N, ([J) H-
COPI-1-67N, ('¥) H-COP05-67N, (V) H-COPI-03-67N y c) (#) H-COPI-5-
50N, (<) H-COPI-1-50N, (P) H-COP05-50N.

Figura 6.18- Grado de hinchamiento a 37 °C de geles de copolimeros de
alginato y PNIPAAm obtenidos por irradiacion e hinchados en una solucién
acuosa 0,9 %m/v NaCl. Simbolos: a) (@) H-COPI-5-80N, (O) H-COPI-1-80N,
(A) H-COP05-80N, (A) H-COPI-03-80N b) (M) H-COPI-5-67N, (1) H-
COPI-1-67N, (¥) H-COP05-67N, (V) H-COPI-03-67N y c) (¢) H-COPI-5-
50N, (<) H-COPI-1-50N, (P>) H-COP05-50N.

Figura 6.19- Grado de hinchamiento en funcién del tiempo de geles obtenidos
empleando COP-L (H-COP-L) hinchados en wuna solucion acuosa
0,9 %m/v NaCl. Simbolos: (@) T=24°C, () T=45°Cy (A) T =60°C.

Figura 6.20- Grado de hinchamiento en funcién del tiempo de geles obtenidos
empleando COP-H (H-COP-H) hinchados en wuna solucion acuosa
0,9 %m/v NaCl. Simbolos: (@) T=24°C, () T=45°Cy (A) T =60 °C.

Figura 6.21- Grado de hinchamiento en funcién del tiempo de geles obtenidos
empleando COP-C (H-COP-C) hinchados en wuna solucion acuosa
0,9 %m/v NaCl. Simbolos: (@) T=24°C, () T=45°Cy (A) T =60 °C.

Figura 6.22- Grado de hinchamiento en funcién del tiempo de geles obtenidos
empleando una solucién al 8 % COPQ-L (H-COPQ-L) hinchados en una
solucion acuosa 0,9 %m/v NaCl. Simbolos; (@) T=y24°Cy (H) T = 37°C.

Figura 6.23- Fotografia del sistema empleado para la determinacion de la

cinética de liberacion de principios activos a 37°C. Se observan las tres celdas
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empleadas conectadas en linea a un bafio termostatizado.

Figura 6.24- Fotografia de una de las celdas utilizadas para los estudios de
liberacion. En la misma se puede observar la bolsa porosa conteniendo en su

interior perlas de uno de los hidrogeles cargados con el principio activo

Figura 6.25- Estructura molecular de la indometacina.

Figura 6.26- Estructura molecular de la ofloxacina.

Figura 6.27- Estructura molecular del atenolol.

Figura 6.28- Perfil de liberacion de atenolol a 37 °C a partir del hidrogel H-
COPI-5-80N cargado con 6,78 % de farmaco empleando una solucion acuosa

0,9 % m/v NaCl como solucion receptora.

Figura 6.29- Perfil de liberacion de atenolol a 37 °C a partir del hidrogel H-
COPI-1-80N cargado con 8,13 % de farmaco empleando una solucion acuosa

0,9 % m/v NaCl como solucion receptora.

Figura 6.30- Perfil de liberacion de atenolol a 37 °C a partir del hidrogel H-
COPI-05-80N cargado con 8,34 % de farmaco empleando una solucion acuosa

0,9 % m/v como solucion receptora.

Figura 6.31- Perfil de liberacion de atenolol a 37 °C a partir del hidrogel H-
COPI-05-67N cargado con 6,95 % de farmaco empleando una solucion acuosa

0,9 % m/v como solucion receptora.

Figura 6.32- Perfil de liberacion de atenolol a 37 °C a partir del hidrogel H-
COPI-05-50N cargado con 8,06 % de farmaco empleando una solucion acuosa

0,9 % m/v como solucion receptora.
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Figura 6.33- Perfil de liberacion de atenolol a 37 °C a partir del hidrogel H-
COPI-03-80N cargado con 7,23 % de farmaco empleando una solucién acuosa

0,9 % m/v como solucidn receptora.

Figura 6.34- Perfil de liberacién de atenolol a 37 °C a partir de hidrogeles
cargados empleando una solucién acuosa 0,9 % m/v como solucién receptora.
Simbolos: (M) H-COPI-5-80N, (A) H-COPI-1-80N, (@) H-COPI-05-80N y
(V) H-COPI-03-80N.

Figura 6.35- Perfil de liberacién de atenolol a 37 °C a partir de hidrogeles
cargados empleando una solucién acuosa 0,9 % m/v como solucion receptora.
Simbolos: (@) H-COPI-05-80N, (A) H-COPI-05-67N y (H) H-COPI-05-50N.

Figura 6.36- Perfiles de liberacion de atenolol a 37°C a partir de hidrogeles
cargados empleando una solucién acuosa 0,9 %m/v NaCl como solucion
receptora. Simbolos: (o)alginato de calcio y () H-COPI-05-80N

Figura Al.1- Esquema simplificado de los componentes del calorimetro

diferencial.

Figura Al.2- Termograma obtenido para una muestra de PNIPAAmM

Figura Al.3- Comportamientos tipicos de la viscosidad de fluidos complejos
con la velocidad de deformacion: (a) Pseudo-plastico, (b) dilatante, (c)

Bingham y (d) visco-plastico.

Figura Al.4- Esquema de los dos tipos de flujos: flujo de corte (a), flujo

extensional (b).

Figura Al.5- Esquema de un flujo de corte simple y expresion de las funciones

materiales de corte mas utilizadas.
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Figura Al.6- Comportamiento de la viscosidad frente a la velocidad de

deformacion en estado estacionario.

Figura Al.7- Comportamiento de los distintos tipos de materiales, frente a una

deformacion oscilatoria de pequefia amplitud.

Figura Al.8- Dependencia del comportamiento de los mddulos eléstico (G,

simbolos vacios) y viscoso (G”’, simbolos llenos) frente a la frecuencia .

Figura. All.1- Espectro de "H-NMR para el alginato S000, a 80°C.

Figura. All.2- Espectro de *H-NMR para el alginato UPS00, a 80°C.

Figura. All.3- Espectro de *H-NMR para el COPI-03-80N

Figura. All.4- Espectro de *H-NMR para el COP1-03-67N

Figura. All.5- Espectro de *H-NMR para el COPI-03-50N

Figura. All.6- Espectro de *H-NMR para el COPI-05-80N

Figura. All.7- Espectro de *H-NMR para el COPI-05-67N

Figura. All.8- Espectro de *H-NMR para el COPI-05-50N

Figura. All.9- Espectro de *H-NMR para el COPI-1-80N

Figura. All.10- Espectro de *H-NMR para el COPI-1-67N

Figura. All.11- Espectro de *H-NMR para el COPI-1-50N
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Figura. All.12- Espectro de *H-NMR para el COPI-5-80N

Figura. All.13- Espectro de "H-NMR para el COPI-5-67N

Figura. All.14- Espectro de "H-NMR para el COPI-5-50N

Figura. All.15- Espectro *H-NMR del copolimero de injerto COP-L

Figura. All.16- Espectro *H-NMR del copolimero de injerto COP-H

Figura. All.17- Espectro "H-NMR del copolimero de injerto COP-C

Figura. All.18-
12CAN-46N*

Figura. All.19-
13CAN-64N*

Figura. All.20-
13CAN-76N*

Figura. All.21-
12CAN-84N*

Figura. All.22-
12CAN-47N

Figura. All.23-
12CAN-64N

Derivada del termograma obtenido del copolimero

Derivada del termograma obtenido del copolimero

Derivada del termograma obtenido del copolimero

Derivada del termograma obtenido del copolimero

Derivada del termograma obtenido del copolimero

Derivada del termograma obtenido del copolimero
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Figura. All.24- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPQ-
12CAN-74N

Figura. AllL.25- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPQ-
06CAN-64N

Figura. All.26- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPQ-
24CAN-64N

Figura. All.27- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPQ-
50N-20CAN

Figura. All.28- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPI-03-
80N

Figura. All.29- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPI-03-
67N

Figura. All1.30- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPI-03-
50N

Figura. All.31- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPI-05-
80N

Figura. All.32- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPI-05-
67N

Figura. All.33- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPI-05-
50N
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Figura.
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Figura.
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All.34- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPI-1-

All.35- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPI-1-

Al1.36- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPI-1-

Al1.37- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPI-5-

Al1.38- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPI-5-

Al1.39- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPI-5-

Figura Alll.1- Espectro electromagnético

Figura Alll.2- Esquema de la penetracion de las radiaciones ionizantes

Figura Alll.3- Esquema del decaimiento radioactivo del ®Co

Figura AIV.1. Curva de calibracion para ofloxacina a A = 293 nm empleando

diluciones a partir de una solucion inicial de 1 mg/mL. Curva de ajuste: A = 32544 C.

Figura AlV.2. Curva de calibracion para atenolol a A = 274 nm empleando diluciones

a partir de una solucion inicial de 5 mg/mL. Curva de ajuste: A= 1272,8 C.
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INTRODUCCION

Los hidrogeles poliméricos son estructuras tridimensionales, capaces de
absorber grandes cantidades de agua o fluidos biolégicos. Se los denomina inteligentes
por la posibilidad de liberar compuestos absorbidos en los mismos, de manera controlada,
al ser sometidos a un estimulo externo como puede ser un cambio en la temperatura o en el
pH del medio, entre otros (Ju y col., 2001).

En los ultimos afios los hidrogeles han encontrado un amplio rango de
aplicaciones biomédicas incluyendo sistemas de liberacion controlada de principios activos,
sustitucion de tejidos blandos, reemplazo de conductos sanguineos, recubrimiento de
heridas, lentes de contacto, etc. El éxito de los hidrogeles como biomateriales recae
en su parecido a los tejidos vivos debido a su alto contenido de agua. Ventajas
adicionales de los hidrogeles son su no toxicidad, no irritabilidad y su estabilidad quimica
(Glven y col., 1999; Hamidi y col., 2008).

Los hidrogeles pueden ser naturales o sintéticos y pueden estar compuestos
por uno o varios monémeros mono o polifuncionales. Las caracteristicas de estos
monomeros (tipo de grupos que lo forman) y el grado de entrecruzamiento, determina las
propiedades de hinchamiento del hidrogel seco y por tanto su aplicabilidad. En la mayoria
de los casos, un solo monémero no proporciona al mismo tiempo buenas propiedades
mecanicas Yy gran retencion de agua, por ello la copolimerizacion aparece como una
opcidn de gran interés para poder obtener un mejor compromiso de estas dos propiedades.

Dentro de los polimeros inteligentes los hidrogeles “termosensibles” son quizas
los mas estudiados en el area de polimeros sensibles a estimulos, por sus interesantes
aplicaciones en liberacion controlada de farmacos. Estos materiales pueden expandirse o
contraerse como resultado de los cambios de temperatura del fluido en el cual estan
inmersos. Un polimero sensible a la temperatura es la poli(N-isopropilacrilamida)
(PNIPAAmM) que se caracteriza por tener una baja temperatura critica de transicion
(LCST) en medios acuosos, alrededor de los 30-35 °C. Por debajo de esta temperatura el
polimero lineal se disuelve en agua y sus cadenas se encuentran extendidas. Por
encima de los 35 °C, el polimero adquiere un estado enrollado deshidratado
expulsando el agua absorbida y el polimero precipita desde la solucion(Panda y col.,
2000; Schild, 1992).
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También es importante la posibilidad de formar redes poliméricas estables mediante
entrecruzamientos covalentes de cadenas. Al entrecruzar la PNIPAAmM se obtienen
hidrogeles con una transicion hidrofila-hidrofoba dependiente de la temperatura. Estas
caracteristicas han permitido su uso para fines tecnoldgicos relacionados con procesos
de separacion, liberacion controlada de drogas y/o cultivo de células. Ademas, la
posibilidad de ajustar dicha temperatura critica de transicién a valores cercanos a la
temperatura del cuerpo humano (37 °C) implica una ventaja adicional y por este motivo es
posible encontrar numerosos estudios relacionados con la caracterizacion del PNIPAAmM
(De Moura y col., 2006; Deng y col., 2008; Oddo y col., 2010; Zhao y col., 2010)

Sin embargo, los hidrogeles de PNIPAAmM tienen pobres propiedades
mecanicas, tales como baja resistencia tensil en estado altamente hinchado o expandido (De
Moura y col., 2006). Con el objeto de mejorar las propiedades de estos hidrogeles se llevan
a cabo diferentes técnicas de copolimerizacion de PNIPAAmM con polimeros sintéticos o
naturales mediante injerto o “grafting”. Entre los polimeros naturales o biopolimeros se
destacan los alginatos, polisacaridos que pueden ser extraidos de ciertas especies de
algas pardas marinas. Los alginatos son copolimeros lineales constituidos por distintas
proporciones de bloques conteniendo unidades 1,4 B-D-manuronato (M) y unidades 1,4
a-L-guluronato (G), sensibles a los cambios de pH y con interesantes propiedades
para ser usados en formulaciones farmacéuticas. La fuerte interaccion electrostatica del
alginato con iones divalentes, como por ejemplo el calcio, conduce a la formacion de
hidrogeles de alginato con muy buenas propiedades finales (Draget y Taylor, 2011).

Las técnicas de injerto de PNIPAAm con alginato de sodio, se basan en métodos
quimicos empleando diferentes catalizadores o métodos fisicos empleando radiacién
electromagnética, tal como microondas, haz de electrones o rayos gamma de *°Co en vacio.
La principal ventaja del uso de la quimica de las radiaciones para producir hidrogeles
respecto a métodos quimicos convencionales se basa en su habilidad para modificar
macromoléculas bajo condiciones comparativamente menos agresivas, sin el agregado
de aditivos, a temperatura ambiente y con la posibilidad de limitar el tratamiento sobre
areas del objeto (superficies) bien definidas. Otro aspecto importante es que la
irradiacion  con rayos permite preparar hidrogeles esterilizados evitando

contaminaciones de estos biomateriales en aplicaciones médicas y veterinarias, donde
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frecuentemente es usada como método de esterilizacion (Rosiak, 1995; Sabharwal y col.,
2004).

La sintesis de los hidrogeles de PNIPAAm con alginato de sodio y la
caracterizacion de sus principales propiedades mediante diferentes técnicas analiticas,
permitird comparar las ventajas y desventajas de las radiaciones ionizantes frente a otros
métodos de sintesis de hidrogeles. Luego se analizaran las caracteristicas formadoras de
perlas mediante el método de dropping de los copolimeros estudiados y sus propiedades de
liberacion de un farmaco modelo estudiado.

Con esto se pretende hacer un aporte original en un tema de interés tecnoldgico,
pero que incorpora elementos formativos novedosos en temas relacionados con la

produccion, la caracterizacion y la modificacion fisica y quimica de polimeros.
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OBJETIVOS

El presente trabajo se basa en la obtencion de hidrogeles estimulo-sensibles a partir
de copolimeros de alginato y poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAAm). Las reacciones de
copolimerizacidn se llevaran a cabo, por sintesis quimica y empleando radiacion gamma de
%Co, El principal objetivo que se plantea es, por lo tanto, optimizar las condiciones de
sintesis de los copolimeros, asi como seleccionar el método méas adecuado para la
transformacion de los mismos en hidrogeles. Los copolimeros obtenidos seran
caracterizados mediante técnicas analiticas para determinar su estructura y demas
propiedades fisicoquimicas. Finalmente se analizard el comportamiento de los hidrogeles
formados al hincharlos en un medio salino a distintas temperaturas y se estudiara la

aplicabilidad de los mismo en procesos de liberacion controlada de principios activos.
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1.1 Generalidades de los materiales poliméricos

Los polimeros son moléculas de gran tamafio, Ilamadas macromoléculas,
constituidas por moléculas mas pequefias, unidades repetitivas, que se enlazan entre si a
partir de uniones covalentes. Las unidades repetitivas pueden disponerse de manera
lineal, de forma semejante a los eslabones de una cadena, ramificada donde
encontramos una cadena central con cadenas laterales, o interconectadas formando
reticulos tridimensionales; la unidad repetitiva del polimero es el monémero vy la
longitud de la cadena viene determinada por el nimero de unidades que se repiten en la
cadena denominado grado de polimerizacion (DP). La masa molar de un polimero es el
producto de la masa molar de la unidad repetitiva por el grado de polimerizacién.

La alta masa molar de los polimeros imparte a los materiales excelentes
propiedades finales como resistencia, estabilidad dimensional y otras propiedades
mecénicas (Billmeyer, 1975).

A los materiales poliméricos se los puede clasificar en dos grandes grupos, segun
la composicion monomérica que presentan:

e Homopolimeros: todas las unidades repetitivas son iguales.
e Copolimeros: cuando en la cadena polimérica es posible encontrar dos o mas
unidades repetitivas diferentes.

La polimerizacion simultanea de dos o mas monomeros diferentes, o bien, el
injerto de una cadena de polimero a otra diferente en un determinado sitio reactivo,
permite la modificacién de las propiedades finales de estos materiales. Estas sintesis dan
lugar a copolimeros cuya principal ventaja consiste en materiales con mejores

propiedades finales a partir del aporte de cada uno de los componentes.

A su vez, los copolimeros pueden ser clasificados en funcion del orden y
distribucién de los monémeros a lo largo de la cadena. Segun este criterio es posible
encontramos los distintos tipos de copolimeros que se describen a continuacion (Figura
1.1).
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1) —B—A—B—A—B—A—B—A—B—
2) —B—B—B—A—B—A—B—A—A—
3) —B—B—B—B—A—A—A—A—A—
) —A—A—A—A—A—A—A—A—A—

—B—B B—B—B—

Figura 1.1. Representacion de las unidades repetitivas en un copolimero: 1) alternado, 2) al

azar, 3) en bloque y 4) ramificado.

Copolimeros alternados: los monomeros estan organizados de manera secuencial

respetando un orden.

Copolimeros al azar: los mondémeros no presentan ningun orden.

Copolimeros en bloque: los mondémeros de igual naturaleza quimica se encuentran
agrupados en bloques, formando entonces dominios constituidos sélo por uno de

los monomeros que forman el copolimero.

Copolimeros ramificados: presentan una cadena principal de uno de los monémeros
a la cual se enlazan covalentemente cadenas laterales de monomeros de distinta

naturaleza a la de la cadena principal.

A su vez considerando el origen de los materiales poliméricos, es posible realizar
una tercera clasificacion:

e Polimeros naturales: son aquellos provenientes del reino vegetal o animal, como la
seda, lana, algodon, celulosa, almidén, proteinas, caucho natural (latex o hule),
acidos nucleicos, como el ADN, entre otros.

e Polimeros semi-sintéticos: se obtienen por transformacion de polimeros naturales.

Por ejemplo, la nitrocelulosa o el caucho vulcanizado.

e Polimeros sintéticos: son los obtenidos a partir de procesos quimicos desarrollados
por el hombre. Esta categoria incluye todos los plasticos, entre los cuales es
posible mencionar el nylon, el poli(estireno), PS, el poli(cloruro de vinilo), PVC y
el poli(etileno), PE, entre otros. La gran variedad de propiedades fisicas y

quimicas de estos compuestos permite aplicarlos en construccion, embalaje,
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industria automotriz, aeronautica, electronica, alimenticia, en la agricultura o la

medicina.

1.1.1 Materiales poliméricos de origen natural
Alginatos

Alginato es el nombre genérico dado a las sales del &cido alginico. El alginato es
un polisacarido constituido por residuos de acidos urénicos, moléculas con grupos
carboxilicos en el carbono que no es parte del anillo (Klock y col., 1997).

El &cido alginico estad constituido por una mezcla compleja de secuencias de
bloques de poli(acido manurénico) (bloque M), poli(acido gulurénico) (bloque G) y
bloques MG aleatorios, como se muestra en la Figura 1.2 (Rowley y col., 1999). El
acido manurénico forma enlaces del tipo § (1-4), debido a eso los segmentos de bloques
M muestran una conformacion lineal flexible, mientras que el acido gulurdnico,
epimero del C5 del manuronico, da lugar a enlaces a (1-4), introduciendo de esta
manera un impedimento estérico alrededor de los grupos carboxilicos; por esta razén los
segmentos de bloques G presentan una estructura conformacional plegada y rigida,
responsable de la marcada rigidez de las cadenas de moléculas (Avella y col., 2007;
Yang y col., 2011; Lencina y col., 2013). La Figura 1.2 muestra la estructura basica de
los bloques M, G y MG, asi como su distribucion espacial.

En medio acuoso, esta particular conformacion de los bloques G, crea condiciones
espaciales que permiten interaccionar con cationes bivalentes, mas aun, la coordinacion
de dichos cationes favorece la asociacién entre moléculas distintas del polimero, que
resulta eventualmente en la formacion de geles ionotrépicos. De esta manera, el
contenido total de &acido o-L-gulurdnico (en una primera aproximacion), o mas
precisamente, la longitud relativa de los bloques G, es un criterio importante y la
propiedad mas valiosa de los alginatos por su posibilidad de formar geles. La estructura
en bloques es también responsable de muchas otras caracteristicas de los alginatos,

incluyendo su actividad biologica (Usov, 1999).
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c) bloque MG

Figura 1.2. Estructura del bloque M (a), del blogue G y del bloque MG (c)

Las sales de cationes monovalentes (Na* o K*) del &cido alginico son solubles en
agua, pero las sales de cationes polivalentes (Ca?*, Sr** o Ba?") resultan insolubles en
agua. El pH del medio tiene, también, un rol importante en la solubilidad de estos
compuestos. Los alginatos precipitan por acidificacion del medio, puesto que son
transformados en acido alginico, insoluble en agua. Entre una amplia variedad de
cationes polivalentes, el Ca?* ha recibido una particular atencion, dada la estructura
caracteristica formada, conocida como “caja de huevo” o “egg-box structure” entre los

bloques G del alginato y los iones Ca** (Figura 1.3).
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H H
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@]

(b)

Figura 1.3. Interacciones electrostaticas entre el bloque G y los iones calcio bivalentes (a) y

representacion de la estructura “caja de huevo” (b).

La gelacién se alcanza cuando la polimerizacién alcanza una estructura
tridimensional, donde las cadenas poliméricas alcanzan un tamafio infinito, esto es,
todas las cadenas estan conectadas entre si. EI comienzo de la gelacién sefiala la
aparicion de dos tipos de estructuras: el gel, que es insoluble en todos los disolventes no
degradables, y el sol, que sigue siendo soluble y puede extraerse del gel. Al continuar la
polimerizacion, luego del punto de gel, la cantidad de gel aumenta a expensas del sol y
el material se transforma rapidamente de un liquido viscoso en un material elastico de
viscosidad infinita (Billmeyer, 1975).

El alginato puede ser entrecruzado alcanzando una estructura tridimensional por
gelacion interna o por gelacién externa utilizando cationes polivalentes como el Ca*'.
Por otra parte puede observarse también una gelacion acida como se menciond

previamente.
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La gelacion interna utiliza como agente entrecruzante iones calcio de forma
inactiva, los cuales se presentan formando una sal de calcio poco soluble (CaCOs o
citrato de tricalcio) o un complejo (Ca-EDTA). Una solucion de una lactona
hidrolizable, generalmente glucono-6-lactona (GDL), es luego agregada a la mezcla de
alginato y el agente entrecruzante inactivo (Funami y col., 2009). La GDL se hidroliza
en solucién para formar acido glucénico disminuyendo el pH de la solucion. Como la
solubilidad de la sal de calcio es dependiente del pH, los iones calcio son liberados,
dando lugar a la gelacion del alginato en la solucion. Con este método, se obtiene una
distribucion uniforme de los iones Ca?* generando simultaneamente la gelacion a través
de la solucion. Los geles asi obtenidos presentan una alta homogeneidad (Walsh y col.,
1996).

La gelacion externa, también llamada gelacion por diélisis, implica una rapida
migracion de los iones Ca’* a través de la matriz polimérica. Debido a la difusién del
entrecruzante desde la interface, la concentracion de iones calcio disminuye desde la
interface hasta el centro del gel. Estos geles pueden ser preparados como perlas o
pellets, como tubos o como films a partir de alginato de sodio. En la produccién de
perlas por gelacion externa, se hace gotear una solucion de alginato de sodio sobre una
solucion de una sal de calcio, CaCl,. Las perlas se forman instantaneamente cuando la
gota de la solucion de alginato entra en contacto con la solucion de iones calcio. Las
perlas asi formadas, se mantienen en la solucién de iones calcio durante un periodo de
tiempo establecido que finalmente determina el grado de entrecruzamiento. En forma
analoga, la formacion de geles en tubos se logra utilizando una membrana de dialisis de
forma cilindrica. En ella se coloca la solucion de alginato de sodio, y posteriormente se
sumerge en una solucion de iones sodio. El sistema se deja reposar un periodo de
tiempo determinado para permitir la difusion de los iones calcio a través de la
membrana y del gel formado. Finalmente el hidrogel se retira de la membrana habiendo
tomado su forma. Como resultado se tiene un tubo de hidrogel con un gradiente radial
de concentracion de entrecruzamientos debido a que la difusidn se ve afectada a medida
que el gel se ha ido formando en la vecindad de la membrana (Walsh y col., 1996; Chan
y col., 2006). Otra manera de obtener geles de alginato de calcio, es sumergiendo films
de alginato de sodio previamente preparados por casting en una solucion de iones calcio
de concentracion elegida en funcion de la velocidad y el grado de entrecruzamiento

deseado.
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Finalmente la gelacion acida tiene lugar a valores de pH inferiores a los valores de
pKa de las unidades gulurénicas y manurénicas que componen al alginato (pH < 4). Los
geles &cidos son el resultado de asociaciones por puente hidrogeno entre los &cidos
carboxilicos presentes en la estructura molecular. En éste caso no s6lo involucran a los
bloques gulurdnicos sino también a los bloques manurénicos obteniéndose materiales
homogéneos. Aln asi, se ha demostrado que alginatos con mayor contenido en bloques
G dan lugar a geles con mejores propiedades. Los bloques M también forman uniones
bajo condiciones &cidas aunque su contribucion a la red es menor que la de los bloques
G. Los bloques alternantes con longitudes mayor a quince unidades repetitivas no
contribuyen a la formacién de asociaciones por puente hidrogeno perturbando la
formacion del gel (Funami y col., 2009).

La formacion de enlaces de origen electrostatico de manera selectiva con iones
polivalentes constituye una de las propiedades fisicas mas importante que presentan
estos materiales. Por otra parte, la transicion sol-gel no se ve influenciada por la

temperatura (Draget y Taylor, 2011).

1.1.2 Polimeros sintéticos termosensibles
Poli(N-isopropilacrilamida), PNIPAAmM

El monomero N-isopropilacrilamida, NIPAAm, ha sido de particular interés en las
Gltimas décadas, ya que debido a su caracter vinilico es posible obtener por distintos
métodos el polimero de cadena principal saturada, denominado poli(N-
isopropilacrilamida), PNIPAAm, con singulares propiedades adecuadas para su uso
biomédico, Figura 1.4 (Schild, 1992; de Moura y col., 2006; Deng y col., 2008; Klouda
y Mikos, 2008).

| | 7n
C=0

7 |
i N
CH CH
HC”~ “CH, HC”~ “CH,
NIPAAM PNIPAAM

Figura 1.4. Representacion esquematica del mondémero NIPAAmM
y del polimero lineal (PNIPAAM).
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La importancia de este polimero reside en su comportamiento térmico
caracteristico en disolucion acuosa. Este polimero se ha convertido, probablemente, en
el més popular dentro de los polimeros que poseen una “solubilidad inversa” frente al
calentamiento, es decir, una propiedad contraria al comportamiento de la mayoria de los
polimeros en solucion a presion atmosférica y temperatura ambiente. En solucion
acuosa y a una determinada temperatura, el PNIPAAmM experimenta una transicion
macromolecular abrupta donde pasa de tener un comportamiento hidréfilo a uno
hidréfobo. Este fendmeno ocurre a la llamada temperatura critica inferior de disolucion,
LCST por sus siglas en inglés. Experimentalmente, la LCST para el PNIPAAm en
medio acuoso se presenta alrededor de los 30-35 °C, siendo el valor de la temperatura
de transicion funcion de la microestructura de la macromolécula (Billmeyer, 1975;
Schild, 1992).

En soluciones acuosas a bajas temperaturas, los enlaces intermoleculares del tipo
puente hidrégeno entre el agua y los grupos polares del PNIPAAmM hacen que el
polimero se encuentre disuelto, formando una estructura tipo “ovillo”. Por encima de la
LCST, los enlaces puente hidrégeno se debilitan mientras que las interacciones
hidrofobicas entre los grupos laterales se incrementan; razon por la cual el polimero se
contrae o “colapsa”, produciéndose una transicion denominada “ovillo-globulo”. De
esta manera, la transicion de fase puede ser descripta como un fendmeno de dos etapas:
una primera etapa que involucra una transicion de conformacion ovillo a una
conformacion globular de la cadena molecular, donde los grupos hidrofébicos se
localizan en la superficie de los globulos y una segunda etapa, correspondiente a la
agregacion de los globulos individuales, debido a asociaciones hidrofobicas
intermoleculares (Figura 1.5). A bajas temperaturas se produce una hidratacion
hidrofobica, en donde las moléculas de agua se ubican alrededor de los solutos
hidrofobicos formando estructuras "icelike" (por su semejanza al ordenamiento de las
moléculas de agua en el estado s6lido). Como resultado de esta hidratacion, las
moléculas no polares se vuelven solubles en agua. Sin embargo, a temperaturas
superiores tienen lugar interacciones hidrofébicas, o la asociacion de los solutos
hidrofobicos. Asi, el incremento de la temperatura resulta en una reduccién del namero
total de moléculas de agua estructuradas alrededor de los grupos hidrofébicos, lo que
promueve las interacciones entre ellos. Es interesante resaltar que este comportamiento
es contrario a la mayoria de las interacciones tales como las fuerzas dipolo-dipolo, las

de Van der Waals y las fuerzas electrostaticas, donde un aumento de la temperatura se
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traduce en un debilitamiento de las interacciones (Fujishige S.; Kubota K.; Ando I.,

1989; Otake y col., 1990).

T=LCST
ﬁ
h
T<LCST

Conformacicn globular

Conformacion ovillo

Figura 1.5. Comportamiento frente a la temperatura de las cadenas de PNIPAAmM,

transicion ovillo-gldbulo.

1.2 Sistemas poliméricos para aplicaciones biomédicas

Un biomaterial puede definirse como un material pensado para interactuar con
sistemas biolégicos para evaluar, tratar, mejorar o reemplazar tejidos u organos. El
requisito fundamental de estos materiales es presentar una buena biocompatibilidad,
esto es la habilidad del material en provocar una buena respuesta o aceptacion por parte
del receptor en una dada aplicacion A fines del siglo XX la ciencia de los materiales
empleados para aplicaciones biomédicas dejo de estar enfocada en materiales
bioestables para comenzar a estudiarse la obtencion de materiales biodegradables. Los
sistemas biodegradables pueden ser utilizados como biomateriales si presentan ciertas
propiedades como no generar una respuesta inflamatoria o toxica al implantarlo en el
cuerpo; tener un tiempo de vida Util aceptable (el tiempo que implique la degradacion
debe ser compatible con el tiempo del proceso de curado o regeneracion para el cual
estd destinado), poseer productos de degradacién no téxicos y poder metabolizarse y
eliminarse del cuerpo (Nair y Laurencin, 2007).

A fin de satisfacer la fuerte demanda de nuevas tecnologias biomédicas tales
como, ingenieria de tejidos, medicina regenerativa, terapia genética, liberacion
controlada de farmacos y bionanotecnologia, se ha observado un marcado aumento en el
estudio y produccion de nuevos materiales de origen natural o sintético (Orive y col.,
2002; Klouda y Mikos, 2008; Davidovich-pinhas y Bianco-peled, 2011; Ward y
Georgiou, 2011; Lee y Mooney, 2012; Shi y col., 2013). En tal sentido tanto los
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polimeros sintéticos como los biopolimeros han sido ampliamente investigados como
biomateriales poliméricos biodegradables y debido a su versatilidad han ido

reemplazando otros materiales empleados tales como metales, aleaciones, ceramicos.

1.2.1 Hidrogeles

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales caracterizadas por su
extraordinaria capacidad de absorber grandes cantidades de agua o fluidos fisiol6gicos
(Glven y col., 1999; Guilherme y col., 2003; Gil y Hudson, 2004). Aln presentando
una alta afinidad por los medios acuosos, los hidrogeles presentan sélo hinchamiento y
no se disuelven en estos medios como consecuencia de los entrecruzamientos presentes
en la estructura del hidrogel. Estos materiales estan constituidos por homopolimeros o
copolimeros hidrofilicos que pueden presentar entrecruzamientos fisicos y/o quimicos.
Los llamados geles fisicos presentan una red tridimensional formada por
entrelazamientos entre las moléculas o uniones del tipo van der Waals, mas débiles que
las uniones covalentes. Los geles quimicos son aquellos en los que la red esta formada
por enlaces covalentes. Muchos hidrogeles presentan ambos tipos de entrecruzamiento
donde la red polimérica se forma por enlaces covalentes, enlaces por puente hidrogeno,
interacciones de van del Waals y entrelazamientos (Ju y col., 2001; Hamidi y col.,
2008).

Las caracteristicas particulares de los hidrogeles, tales como su similitud con los
tejidos humanos por su alto contenido de agua, su comportamiento reversible frente al
hinchamiento-deshinchamiento con la posibilidad de tener control sobre los procesos
cinéticos e interesantes propiedades mecéanicas, hacen a estos materiales muy atractivos
para aplicaciones biomédicas, entre ellas la ingenieria de tejidos y la liberacion
controlada de farmacos principalmente (Qiu y Park, 2001; Drury y Mooney, 2003; Yang
y col., 2007; Fang y col., 2008; Klouda y Mikos, 2008).

Inicialmente los sistemas de liberacion controlada se enfocaron en materiales
donde la liberacion era una simple funcién del tiempo, pero ha sido demostrado que
para muchos principios activos tales cinéticas de liberacion no son deseables y se puede
mejorar los efectos terapéuticos mediante la modulacion de la liberacion de una manera
controlada. El interés en el desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos estimulo-
sensibles ha dado lugar a un importante crecimiento del uso de polimeros que puedan

responder a un estimulo externo (D’Emanuele y Dinarvand, 1995; Qiu y Park, 2001).
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Los geles que presentan tal comportamiento son denominados hidrogeles inteligentes ya
que la liberacion del farmaco puede ser controlada en un sitio especifico o a un tiempo
determinado debido a su capacidad de hincharse o colapsar en respuesta a un factor
externo, tal como pH, temperatura, fuerza ionica, campo eléctrico o compuestos
quimicos (Kim y col., 2000; Ju y col., 2001; Sousa y col., 2005). Los hidrogeles
termosensibles, es decir, aquellos que responden a variaciones en la temperatura con un
cambio en sus propiedades fisicas o quimicas, han sido desarrollados y ampliamente
explorados teniendo en cuenta que el cuerpo humano esta termo-regulado (Tsitsilianis,
2010).

1.2.2 Aplicaciones de hidrogeles de alginato e hidrogeles de PNIPAAmM en la

industria.

Los alginatos han sido utilizados como dispositivos en diversas aplicaciones en el
area biomédica, fundamentalmente por su biodegradabilidad, biocompatibilidad, no
toxicidad y por sus propiedades como espesante, emulsificante en base a una de sus
caracteristicas distintivas como es la formacion de geles con iones polivalentes, tales
como el Ca*% Dentro de las muchas aplicaciones es posible destacar su uso como
excipientes en farmacos, como vendas y revestimiento de heridas, como material para
impresiones dentales y en formulaciones para la prevencion del reflujo gastrico (Draget
y Taylor, 2011).

Por otra parte, los hidrogeles basados en PNIPAAmM son quizas los materiales mas
conocidos dentro de los polimeros estimulo-sensibles. Estos hidrogeles presentan
pobres propiedades mecanicas en el estado altamente hinchado y pueden ser degradados
in vivo por la accion de enzimas hepaticas como glutation S-transferasa, aunque los
monomeros de acrilamida son carcinogénicos, desventaja que limita su aplicacién como
sistemas portadores para liberacion controlada de farmacos (De Moura y col., 2006;
Fang y col., 2008). La copolimerizacion permite una reduccion de la toxicidad y una
mejora de las propiedades mecanicas mejorando la biocompatibilidad de los materiales,
de hecho copolimeros de PNIPAAmM han sido utilizados como sistemas de liberacion
por via oral de calcitonina e insulina (Schmaljohann, 2006), como sistemas de
encapsulamiento y liberacidn de células asi como también como superficie de cultivo de
células (Klouda y Mikos, 2008).
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El NIPAAm puro, no polimerizado, asi como otros mondmeros basados en
acrilamidas, han mostrado ser carcinogenicos y toxicos para el sistema nervioso. Sin
embargo un importante nimero de estudios han concluido que el PNIPAAmM no es
toxico (Kang Derwent y Mieler, 2008).

De tal manera que la copolimerizacién de alginato y PNIPAAm, combinando las
caracteristicas particulares de ambos polimeros, permitiria obtener materiales con
potencial aplicacion en el area biomédica, debido a su esperable biocompatibilidad, su
termosensibilidad (exhibiendo una LCST cercana a la temperatura corporal) y sus
buenas propiedades mecénicas. Sin embargo, estos copolimeros estan todavia en estudio
y existen pocos trabajos en la literatura respecto a sus propiedades (De Moura y col.,
2006).
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2.1 Introduccién

El principio de la copolimerizacién por injerto consiste en polimerizar un
mondmero, (mondmero B), en presencia de un polimero, (polimero A), de manera tal
que los centros iniciadores de las reacciones de la polimerizacion estén situados todos
en el polimero original. Debido a estas caracteristicas, los copolimeros de injerto estan
constituidos por una cadena principal de la cual se desprenden un cierto nimero de
cadenas laterales. La copolimerizacién por injerto constituye un método valioso para
lograr la modificacion de las propiedades fisicas y quimicas de polimeros naturales y
sintéticos. Entre los polimeros naturales, la copolimerizacion de polisacéridos (alginato,
almidon, quitosano o dextrano) con polimeros sintéticos, se ha convertido en una
importante fuente de desarrollo de materiales avanzados, con mejores propiedades
funcionales (Sen y col., 2010).

El injerto de cadenas de polimeros sintéticos sobre la cadena principal de alginato,
es un método que permite introducir hidrofobicidad e impedimentos estéricos,
protegiendo al alginato de una rapida disolucion y degradacion. Estas caracteristicas
hace que los nuevos materiales obtenidos posean potenciales aplicaciones como
sistemas de liberacion de principios activos, ya que presentan una liberacion sostenida

de los mismos (Pawar y Edgar, 2012).

* * B
TN « + BB [
T — * B
a) b)
nA +m ‘
c)

Figura 2.1. Representacion esquematica de las estrategias de sintesis para la formacién de
copolimeros de injerto: a) grafting onto, b) grafting from y c) grafting through.
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Los copolimeros de injerto se pueden obtener por medio de tres rutas de sintesis,
denominadas como grafting onto (injerto en), grafting from (injerto desde) y grafting
through (injerto a través) (Tsitsilianis, 2007). Las tres rutas mencionadas se representan
esquematicamente en la Figura. 2.1.

2.2 Método de “grafting from”

En la sintesis de copolimeros empleando la ruta “grafting from” se genera un
namero de sitios activos en la cadena principal los cuales son utilizados para iniciar la
polimerizacion de uno o varios mondmeros de distinta naturaleza quimica, creando asi
las cadenas laterales. La principal desventaja de este método es la imposibilidad de
caracterizar directamente las cadenas laterales, siendo dificil de estimar el grado de
injerto. Asumiendo que todos los sitios han sido involucrados en la polimerizacion del
mondmero a injertar, es posible calcular la masa molar promedio de las cadenas
injertadas en base a la masa molecular del copolimero y el nimero de sitios de injerto en
la cadena principal (Figura 2.1.b).

En el desarrollo de esta tesis se utilizaron dos técnicas de grafting from, que se
describen a continuacion; la primera a partir del uso de un iniciador redox para generar

los sitios activos y la segunda a partir del uso de radiacién gamma.

2.2.1 Sintesis de copolimeros de alginato y N-isopropilacrilamida utilizando
nitrato de amonio cérico (CAN).

La sintesis de copolimeros de alginato y N-isopropilacrilamida, utilizando nitrato
de amonio cérico, implica la utilizacién de dicho iniciador redox para la generacion de
radicales libres a lo largo de la cadena del alginato y a partir de estos sitios reactivos la
posterior polimerizacion de la NIPAAm presente en la solucion. Dado que en este
proceso, los radicales se inician exclusivamente sobre la cadena principal, se esperaria
que el injerto se produzca sin formacion de homopolimero PNIPAAmM (Misra y col.,
1981). Sin embargo algunos autores han reportado la homopolimerizacion como una
reaccion competitiva con el injerto (Shah y col., 1995).

El i6n Ce™ ha sido extensamente utilizado como iniciador redox de
copolimerizaciones de injerto de una variedad de mondmeros vinilicos sobre diversos

polisacaridos, tales como almidon, dextrano y polulano, entre otros (Misra y col., 1981;
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Shahy col., 1995; Patel y col., 1999; Yilmaz y col., 2007; Paira y col., 2008; Wu y col.,
2009).

En presencia de polialcoholes, el i6n cerio forma un complejo que se
desproporciona por un proceso de transferencia de un electrén para generar un
macroradical en la cadena polimérica principal. EI macroradical es el sitio activo que
promueve la copolimerizacion permitiendo la reaccién de injerto. Otros grupos
funcionales tales como -NH2, -SH, -CHO, -COOH vy -SS- permiten también la
formacion de un complejo con el i6n cerio (Misra y col., 1981). Se han reportado en la
literatura diversas reacciones de copolimerizacién usando el idn cerio dando lugar a mas
un mecanismo propuesto (Shah et al., 1995; Trivedi et al., 2005; Yilmaz et al., 2007,
Paira et al., 2008; Wu et al., 2009).

En el Esquema 2.1, a modo de ejemplo, el mecanismo de reaccion planteado para
la sintesis del copolimero de injerto de polulano y metilacrilato (Wu y col., 2009). El
mecanismo implica las tres etapas tipicas de una reaccion radicalaria: iniciacion,
propagacion y terminacion. En la primera etapa se plantea la formacion de un
intermediario complejo que determina la apertura del anillo al formarse el radical y la

formacidn de un aldehido como resultado de este proceso.

Iniciacion:
HZC/OH
H +—on
H + +3
0. + H + Ce
== —O0%¢ ¢ o—
H"-.‘. OH HO H H
Ce+4
Complejo .
Po ' Po

Propagacion:
Po* + M — PoM*
PoM®* + nM — PoMp*

Terminacion:

PoM,* + PoM,* — Copolimero de injerto

Esquema 2.1. Mecanismo de reaccion para el proceso de copolimerizacién de un monémero
vinilico (metilacrilato, M) sobre el polisacarido polulano (Po) empleando CAN como iniciador.

19



Capitulo 2 - Copolimeros de Injerto

Para el injerto de NIPAAmM sobre dextrano se encontrd que los radicales se inician
sobre la cadena del polisacérido pero no se indica el tipo de enlace formado que genera
el injerto ni en qué grupo funcional se genera el macroradical (Wang y col., 2002). En
cambio, para la copolimerizacién del NIPAAm sobre quitosano el mecanismo propuesto
establece como sitio de iniciacion de radicales a la amina presente en el quitosano
(Recillas y col., 2009). En otros casos, se plantea que el proceso redox involucra la
abstraccién de un atomo de hidrégeno por la ruptura del enlace Alg-OH para formar un
radical Alg-O°®. Sin embargo, de igual manera puede plantearse la abstraccién de un
atomo de hidrégeno por la ruptura de un enlace C-H de los carbonos del anillo dando
lugar a un radical centrado en un atomo de carbono. Debe notarse que tanto para el
alginato, como para otro tipo de polisacéridos, las reacciones de injerto utilizando un
iniciador de radicales libres como el CAN o el reactivo de Fenton son poco selectivos,
dado que todos los enlaces C-H del monosacéarido son labiles debido a la presencia de
grupos funcionales del oxigeno en los atomos de carbono. Puede esperarse entonces que
ocurran puntos de iniciacion de injerto en todos los carbonos del monosacéarido (Pawar
y Edgar, 2012).

En esta tesis, la sintesis de copolimeros de alginato/NIPAAm utilizando el

iniciador CAN se presenta en el Capitulo 3.

2.2.2 Sintesis de copolimeros de alginato y N-isopropilacrilamida utilizando
radiacién gamma de *°Co.

La radiacidbn gamma es un método fisico valioso para inducir cambios quimicos
que modifican la estructura y propiedades finales de los polimeros. El uso de rayos
gamma de ®°Co presenta ventajas frente a los métodos quimicos tradicionales,
fundamentalmente porque produce radicales libres sin necesidad de usar compuestos
quimicos, en forma sencilla y a temperatura ambiente, y en forma proporcional a la
dosis de radiacion aplicada. Estos radicales promueven la sintesis radicalaria
obteniéndose homo- y copolimeros. Por otro lado, los radicales libres generados por
radiacion producen en los polimeros reacciones de entrecruzamiento y/o escision de
cadena modificando su estructura (Satti y col., 2008).

La aplicacion de radiacion gamma para producir polimerizacion y
entrecruzamiento de cadenas se emplea actualmente en la preparacion de hidrogeles
dado que es posible controlar el grado de entrecruzamientos obtenidos en funcion de la

dosis (Lee y col., 2004; Nizam EI-Din y col., 2008). Los entrecruzamientos condicionan
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el grado de hinchamiento de los hidrogeles en solucion acuosa y esto a su vez esta
directamente relacionado con la cinética de liberacion de principios activos. En varias
aplicaciones biomédicas, es preferible el empleo de radiacion gamma ya que no se
generan residuos que pueden ser potenciales agentes toxicos. Ademas, la posibilidad de
producir simultdneamente la sintesis y la esterilizacion de los hidrogeles, constituye una
ventaja Unica de los procesos de irradiacion (Lee y col., 2006; Makuuchi, 2010).

En el caso de la sintesis de copolimeros por injerto de mondmeros a las cadenas
de alginato, hay que tener en cuenta que los polisacaridos sufren reacciones de escision
debido a la radiacion debido a la ruptura de los enlaces glucosidicos de la cadena
principal. Debido a la ruptura de los enlaces glucosidicos, se produce la degradacién o
depolimerizacion del alginato, con la consecuente disminucién de su masa molar.

Por otra parte, la ruptura de enlaces (escision) y el entrecruzamiento de las
cadenas de polimero estan fuertemente condicionados por la atmésfera de irradiacion y
por el estado de agregacion del material a irradiar. La presencia de oxigeno durante la
irradiacion, permite la formacion de radicales oxidados que generan efectos indirectos
como la degradacion oxidativa (ruptura de cadenas) del polimero. En tanto que, la
irradiacion del material en estado sélido o en solucidn, presenta importantes diferencias
que pueden atribuirse a la diferente movilidad de los radicales libres en cada medios.
Para lograr la misma disminucién de la masa molar en alginato, la irradiacion en estado
solido requiere una dosis veinte veces mayor que la irradiacion de una solucion acuosa
al 1 %m/v. Esto se basa principalmente en la alta movilidad que presentan las moléculas
de alginato en solucion, lo que disminuye la posible recombinacion de las cadenas
escindidas. Ademas, los radicales H* y OH® formados por la radiélisis del agua durante
la irradiacion (Anexo I11), aceleran la escisidn de las cadenas del alginato. La reaccion
entre los radicales libres y las moléculas de alginato en solucién da lugar a una rapida
depolimerizacion del alginato (Nagasawa y col., 2000; Lee y col., 2003).

A pesar de la escision de las cadenas de polisacaridos, la copolimerizacion por
injerto inducida por radiacién en solucion, es una técnica adecuada para obtener
copolimeros donde se combinan las mejores propiedades quimicas y fisicas de ambos
monomeros, el polimero base (polisacarido) y el monémero injertado (Cai y col., 2005).
Las caracteristicas finales de los polimeros obtenidos (masa molar y composicion)
dependera fundamentalmente de la dosis elegida y de las condiciones de irradiacion,

ademas de la masa molar inicial del polisacarido empleado.

21



Capitulo 2 - Copolimeros de Injerto

A modo de ejemplo de este tipo de copolimerizacion, el Esquema 2.2 presenta el
mecanismo de reaccion propuesto para el injerto de una acrilamida sobre alginato de
sodio, empleando radiacion electromagnética de microondas (Sen y col., 2010). Podria
esperarse un mecanismo similar utilizando radiaciones electromagnéticas de mayor

energia, tal como la radiacion gamma.

Iniciacion:
Radigcién

Alg-OH + M — Alg-0* + M*®

Propagacion:
Alg-0O°* + M — Alg-O-M*
Alg-O-M* + M — Alg-O-M-M*
Alg-O-M;* + M — Alg-O-M,*

Terminacion:
Alg-O-M,* + Alg-O-M,* -> Copolimero de injerto

Esquema 2.2. Mecanismo de reaccion para el proceso de copolimerizacién de un monémero
vinilico (acrilamida, M) sobre alginato (Alg-OH) a partir de radiacién electromagneética.

Sin embargo, y como principal desventaja de este método de copolimerizacion, la
radiacion electromagnética puede producir tambien la homopolimerizacién como

reaccion competitiva con el injerto (Esquema 2.3).

Homopolimerizacion:
M®* + M > M-M*
Mpa®+ M > M,°
Mp* + Alg-OH - Alg-O* + MyH (homopolimero)

Esquema 2.3. Mecanismo de homopolimerizacion a partir de radiacion ionizante.

En el mecanismo propuesto en el Esquema 2.2 el macroradical se genera en los
grupos OH, sin embargo en la bibliografia es posible encontrar para el alginato irradiado
con rayos gamma de ®°Co macroradicales en 4tomos de carbono los cuales pueden

propiciar el injerto de mondmeros vinilicos en dichos sitios activos lo que representa un
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mecanismo alternativo para la reaccion de copolimerizacion. Estos radicales en 4&tomos
de carbono provienen del mecanismo de depolimerizacién radioinducida del alginato
irradiado con rayos gamma de ®°Co (Nagasawa y col., 2000), como puede observarse en

el Esquema 2.4.

.. COONa COONs COONa GOONa
Irradiacion H Op H o H o H o
=} L
o4 ot el KoH o 1 :> oH 0 Ho CoH o
H H
COOMa H H H H H H
H Q B o
o o $ 1a 1a-1 1a-2
H
by H _ -
n COONa COOMNa
Alginato de sadio H A—Opn H 4 ©
o] o o
OH .f"){\ OH 0
H H H

Esquema 2.4. Mecanismo de degradacion del alginato por efecto de radiacion ionizante
(Nagasawa y col., 2000).

2.3 Método de “grafting onto”

Este método implica la reaccion entre cadenas macromoleculares vivas o con
grupos funcionales especificos distribuidos a lo largo de la cadena principal. Asi,
pueden encontrarse dos situaciones, en la primera las cadenas activas son desactivadas
al reaccionar con la cadena principal (como es el caso de los sitios anidnicos que
reaccionan con grupos electréfilos o las reacciones de condensacion entre dos grupos
funcionales) y en la segunda las cadenas vivientes reaccionan con insaturaciones y de
esta manera los sitios activos se mantienen en las ramificaciones. Esta Ultima situacion
permite una posterior polimerizacion por el agregado de un tercer mondémero. La
posibilidad de enlaces entre cadenas principales es la principal desventaja de este
método. En general, la sintesis utilizando una via de “grafting onto” conduce a
copolimeros de injerto bien definidos con un buen control de la estructura principal y de
sus cadenas laterales dada la posibilidad de llevar a cabo una precisa caracterizacion de

las cadenas en un paso previo al injerto.
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2.3.1 Sintesis de NIPAAmM amino-terminado y sintesis de copolimeros de injerto
de alginato y PNIPAAmM.

La primera etapa en la obtencién de copolimeros de alginato y PNIPAAmM por el
método de "grafting onto" es la obtencion de las cadenas a ser injertadas con un grupo
funcional en un extremo. El anién persulfato (S;0s”) es cominmente utilizado para
generar la iniciacion de procesos radicalarios ya que con relativa facilidad se produce la
homélisis del enlace O-O dando lugar a dos aniones radicales sulfatos (SO, *), Esquema
2.5. La ruptura de este enlace por efecto de la luz (fotdlisis) o por un aumento de
temperatura (termolisis) presenta una dependencia con el pH, la fuerza i6nica del medio
y la concentracién (Moad y Solomon, 2006). El hidrocloruro de aminoetanotiol (AET,
HCI) es un conocido agente de transferencia de cadena (ATC), que ha sido ampliamente
utilizado para la sintesis de PNIPAAm funcionalizado, en particular el PNIPAAmM
amino-terminado, PNIPAAmM-NH, ( Kaneko y col., 1998; Durand y Hourdet, 1999; Ju y
col,, 2001; Kim vy col, 2002; Kim y col., 2005; Vasile y Nita, 2011). Esta
polimerizacion radicalaria, donde el agente de transferencia de cadena (ATC) controla
el tamafio del polimero obtenido es Ilamada telomerizacion. El iniciador quimico activa
al ATC, el cual comienza la polimerizacién por una propagacion de radicales y aporta el
grupo funcional a la cadena del producto final. En el Esquema 2.5 se presenta el
mecanismo de reaccion empleando persulfato de potasio como iniciador y AET para la
obtencién de polimero funcionalizado con un buen control de los grupos terminales y de
la masa molar alcanzada (De Boos, 1973).

En este caso la masa molar de las cadenas de PNIPAAmM-NH, obtenidas puede ser
medida empleando diversas técnicas analiticas como cromatografia por exclusion de
tamafios (SEC), osmometria de membrana o de presion de vapor o a través de una

titulacion acido-base de los grupos amino terminales, como se detallara en el Capitulo 5.
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Iniciacion:

S,08” — 250,
KyS,05 + 2 Cl_H3N+-CH2-CH2-SH — 2KHSO,+2CI’ H3N+-CH2CH2-S.
CI H3N+-CH2CH2-S. + M > CI H3N+-CH2CH2-S-M.

Propagacion:

CI H3N+-CH2CH2-S-Mn.1. + M —> CI H3N+-CH2CH2-S-Mn.
CI H3N+-CH2CH2-S-Mn. + CI H3N+-CH2CH2-SH —
ol H3N+-CH2CH2-S-Mn + CI H3N+-CH2-CH2-S.

Terminacion:

Cl H3N*-CH,CH,-S* + CI H3N"-CH,CH»-S-M,* —

CI" H3N"-CH,CH2-S-M;, + CI" H3N*-CH,-CH,-SH
Cl H3N*-CH,CH,-S* + CI H3N'-CH,CH»-S-M," —

CI" H3N"-CH,CH2-S-M;-S- CH2-CH,- N Hg* CIP

Esquema 2.5. Mecanismo de reaccion propuesto para la sintesis de PNIPAAmM
aminoterminados.

En una segunda etapa, se genera el injerto del PNIPAAmM-NH, sobre el alginato.
La reaccion de injerto, es una reaccion de condensacion entre los grupos carboxilicos
del alginato y los grupos amino del PNIPAAmMm; el resultado de dicha condensacion es la

formacidén de una amida con la eliminacién de una molécula de agua:

0

O I
/4 —NH— O 2.1
R—% + HN—R —— R—C-NHR 4+ O (2.1)

En este tipo de reacciones es habitual la incorporacion de un agente condensante.
El EDC, hidrocloruro de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida, aumenta la
eficiencia de la reaccidn de condensacion propuesta ya que es un agente activante de los

grupos carboxilicos. EI EDC reacciona con los grupos carboxilicos para formar un
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intermediario ester O-acilisourea muy reactivo; si este intermediario no encuentra una
amina para dar lugar a la correspondiente amida el resultado es la regeneracion del

grupo carboxilico (Esquema 2.6).

o .
/\D_ .C““‘HH
Formacion de la

amida estable

0

HT o
H
s Intermediario reactivo:

Ester O-cilisourea Regeneracion del
grupo carboxilico

Esquema 2.6. Mecanismo de la reaccion de condensacion entre un grupo carboxilico y una
amina terminal a partir de un intermediario reactivo obtenido por la adiciéon de EDC.

De esta manera es posible obtener copolimeros de injerto mediante una sintesis de
mecanismo conocido donde la composicion del copolimero sera la composicion inicial
de la mezcla de reaccion. Por otra parte el hecho de poder caracterizar las cadenas a ser
injertadas antes de la reaccion de copolimerizacion aporta una ventaja adicional ya que

es posible conocer la masa molar de las cadenas laterales.

2.4 Método de “grafting through”

Esta ruta de sintesis involucra una mezcla de un monémero A y un
macromonomero B que reaccionan para dar un copolimero de injerto. Este método se
presenta como una alternativa mas eficaz para controlar la estructura de los polimeros
obtenidos teniendo en cuenta que puede controlarse, a partir de la mezcla de reaccion
inicial, tanto el largo de la cadena principal como la densidad de injertos. Sin embargo,
a pesar de las bondades antes mencionadas no fue posible aplicarla en esta tesis ya que

el sistema planteado posee una cadena principal de biopolimero (alginato).

26



Capitulo 2 - Copolimeros de Injerto

2.5 Referencias

De Boos, A. G. (1973). Polymer. 14, 587-588.

Cai, H., Zhang, Z. P., Chuan Sun, P., Lin He, B., and Xia Zhu, X. (2005). Radiation
Physics and Chemistry. 74, 26-30.

Durand, A. and Hourdet, D. (1999). Polymer. 40, 4941-4951.
Ju, H. K., Kim, S. Y., and Lee, Y. M. (2001). Polymer. 42, 6851-6857.

Kaneko, Y., Nakamura, S., Sakai, K., Kikuchi, A., Aoyagi, T., Sakurai, Y., and Okano,
T. (1998). Polymer Gels and Networks. 6, 333—345.

Kim, J. H., Lee, S. B., Kim, S. J., and Lee, Y. M. (2002). Polymer. 43, 7549-7558.

Kim, M. H., Kim, J.-C., Lee, H. Y., Kim, J. D., and Yang, J. H. (2005). Colloids and
Surfaces. B, Biointerfaces. 46, 57-61.

Lee, D. W., Choi, W. S., Byun, M. W., Park, H. J., Yu, Y.-M., and Lee, C. M. (2003).
Journal of Agricultural and Food Chemistry. 51, 4819-4823.

Lee, S. B., Park, E. K., Lim, Y. M., Cho, S. K., Kim, S. Y., Lee, Y. M., and Nho, Y. C.
(2006). Journal of Applied Polymer Science. 100, 4439-4446.

Lee, S. B, Seo, S. M,, Lim, Y. M., Cho, S. K., and Lee, Y. M. (2004). Macromolecular
Research. 12, 269-275.

Makuuchi, K. (2010). Radiation Physics and Chemistry. 79, 267-271.
Misra, B. N., Kaur, 1., and Sharma, R. K. (1981). Polymer Bulletin. 4, 365-340.

Moad, G. and Solomon, D. H. (2006). "The Chemistry of Radical Polymerization”, Ed.
Elsevier Ltd.

Nagasawa, N., Mitomo, H., Yoshii, F., and Kume, T. (2000). Polymer Degradation and
Stability. 69, 279-285.

Nizam EI-Din, H. M., Abou Taleb, M. F., and EI-Naggar, A. W. M. (2008). Nuclear
Instruments and Methods in Physics Research Section B: Beam Interactions with
Materials and Atoms. 266, 2607-2613.

Paira, M., Mandal, S. K., and Roy, S. C. (2008). Tetrahedron Letters. 49, 2432-2434.

Patel, G. M., Patel, C. P., and Trivedi, H. C. (1999). European Polymer Journal. 35,
201-208.

Pawar, S. N. and Edgar, K. J. (2012). Biomaterials. 33, 3279-3305.

27



Capitulo 2 - Copolimeros de Injerto

Recillas, M., Silva, L. L., Peniche, C., Goycoolea, F. M., Rinaudo, M., and Arguelles-
Monal, W. M. (2009). Biomacromolecules. 10, 1633-1641.

Satti., A., Andreucetti, N., Ressia, J., Vallat, M. F., Sarmoria, C., and Vallés, E. M.
(2008). European Polymer Journal. 44, 1548-1555.

Sen, G., Singh, R. P., and Pal, S. (2010). Journal of Applied Polymer Science. 115, 63—
71.

Shah, S. B., Patel, C. P., and Trivedi, H. C. (1995). Carbohydrate Polymers. 26, 61-67.

Trivedi, J. H., Kalia, K., Patel, N. K., and Trivedi, H. C. (2005). Carbohydrate
Polymers. 60, 117-125.

Tsitsilianis, C. (2007). Macromolecular Engineering. Precise Synthesis, Materials
Properties, Applications., K. Matyjaszewski, Y. Gnanou, & L. Leibler, edited by., pp.
839-873. WILEY-VCH Verlag GmbH.

Vasile, C. and Nita, L. E. (2011). Carbohydrate Polymers. 86, 77-84.

Wang, L., Tu, K., Li, Y., Zhang, J., and Jiang, L. (2002). Reactive & Functional
Polymers. 53, 19-27.

Wu, S., Jin, Z., Kim, J. M., Tong, Q., and Chen, H. (2009). Carbohydrate Polymers. 76,
129-132.

Yilmaz, E., Adali, T., Yilmaz, O., and Bengisu, M. (2007). Reactive & Functional
PolymersFunctional Polymers. 67, 10-18.

28



CAPITULO 3

COPOLIMEROS DE INJERTO
ALGINATO/N-ISOPROPILACRILAMIDA
OBTENIDOS POR REACCION
QUIMICA UTILIZANDO NITRATO DE

AMONIO CERICO



Capitulo 3 - Copolimeros de Injerto alginato/NIPAAm. Reaccion Quimica utilizando CAN

3.1 Introduccioén

El nitrato de amonio cérico (CAN) fue descubierto como iniciador redox por
Mino y Kaiserman en 1958, desde entonces ha sido ampliamente utilizado para la
copolimerizacion de mondmeros vinilicos sobre varios polimeros sintéticos y naturales
(Shah y col., 1995; Patel y col., 1999; Trivedi y col., 2005; Yilmaz y col., 2007; Paira y
col., 2008). EI CAN se presenta como un iniciador que minimiza la reaccion
competitiva de homopolimerizacion durante la copolimerizacién, produciendo
copolimeros sin entrecruzamiento de las cadenas laterales (Athawale y Lele, 1998).

En este capitulo se presenta la sintesis y caracterizacion de copolimeros de injerto
de alginato y N-isopropilacrilamida utilizando CAN como iniciador de la reaccion tanto

en medio acido como en medio acuoso.

3.2 Sintesis de copolimeros de alginato y N-isopropilacrilamida
3.2.1 Materiales

Para la sintesis se utilizd N-isopropilacrilamida (NIPAAm) provista por Aldrich y
alginato de sodio marca Fluka. Como iniciador redox de la polimerizacion se empled
nitrato de amonio cérico (Ce(NO3)s(NHs)2, PM =548,2 g.mol™) provisto por Sigma-
Aldrich y &cido nitrico (Cicarelli). El alginato de sodio, identificado como S000, se
utilizé sin previa purificacion. La caracterizacién por *H-NMR arrojé una relacién M/G
=0,79; (44 % manuronato, 56 % guluronato), los célculos realizados se presentan en el
Anexo 1.

La N-isopropilacrilamida fue purificada mediante recristalizacion en hexano. En
un vaso de precipitado se colocaron 10 gramos de NIPAAmM los cuales se disolvieron en
250 mL de hexano a 40 °C. Una vez disuelto y alcanzada la temperatura se lo retird de
la placa calefactora, dejando que la solucién alcance los 30 °C, para colocarlo a 0 °C por
2 horas. EI NIPAAm asi recristalizado, se filtr6 con ayuda de vacio, empleando un
kitasato conectado a una bomba de vacio. El filtrado se enjuagé con hexano frio y se
dejo secar en vacio a temperatura ambiente. EI NIPAAm recristalizado se almacené a 4

°C y al abrigo de la luz.
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3.2.2 Sintesis de copolimeros empleando CAN

Se realizaron reacciones quimicas en solucién acuosa de alginato de sodio y
N-isopropilacrilamida a temperatura ambiente, utilizando nitrato de amonio cérico
(CAN) como iniciador redox de la polimerizacion. Las reacciones de injerto se llevaron
a cabo en condiciones similares a las reportadas por otros autores para sistemas
similares. Entre ellos, Kim y col. (2000) y Recillas y col.(2009) publicaron el injerto de
NIPAAmM sobre quitosano mientras que Wang y col.(2002) report6 la copolimerizacion
de dextrano con NIPAAm. Por otra parte, existe en la literatura un nimero importante
de publicaciones en las cuales se describe la sintesis y caracterizacion de copolimeros
de alginato y otros polisacaridos con monémeros acrilicos (Shah y col., 1995; Patel y
col., 1999; Trivedi y col., 2005; Wu y col., 2009) utilizando CAN como iniciador de la
reaccion redox.

En las sintesis llevadas a cabo en esta tesis se siguieron dos rutas alternativas con
el fin de optimizar las condiciones de reaccion. La diferencia principal entre ellas es la
utilizacion del iniciador CAN disuelto en &acido nitrico o disuelto en agua, tal como se
describen a continuacion.

Sintesis de copolimeros utilizando el sistema CAN/HNO3: se preparo la solucion
de alginato de sodio colocando 1,5 g (7,6 10° moles de unidades repetitivas) en 150 mL
de agua destilada y se homogeneiz6 con agitacion mecanica durante 72 horas antes de
llevar a cabo la reaccion de copolimerizacion. Para llevar a cabo las reacciones se
utilizd un reactor de dos bocas (Figura 3.1). Por una de las bocas se introdujo un
burbujeador de nitrégeno en forma de pipeta de vidrio dentro del seno de la solucion; en
la otra boca, se coloco un acople de vidrio para regular el flujo de nitrdgeno hacia el
exterior, mediante un robinete, o un globo de latex que se mantuvo inflado todo el
tiempo de reaccidn asegurando la atmdsfera inerte dentro del sistema. Para esto fue
importante emplear grasa para vacio en las bocas esmeriladas a fin de evitar pérdidas.
La solucion de alginato (~ 1 %m/v) fue colocada dentro del reactor y el aire del sistema
se purgd manteniendo el burbujeo de una corriente de nitrégeno por al menos 10
minutos. Transcurrido ese tiempo, se agregd la masa requerida de CAN (5 %m/m)
disuelto en 4&cido nitrico 0,1 M. EIl agregado se realiz6 en alicuotas, agitando
enérgicamente y de manera manual el balon con cada adicién de iniciador. Se observd
la formacion de dos fases de diferente viscosidad y coloracion, una fase con la solucion

de alginato y la otra correspondiente al iniciador agregado, en contacto con la solucion
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de alginato, de color amarillo intenso. Luego de 30 minutos de enérgico burbujeo con
nitrégeno se adiciond un volumen preciso de una solucién al 5 %m/v de NIPAAm, se
agitd enérgicamente una vez méas y se dejo reaccionar con agitacion durante 4 horas. La
primera media hora se mantuvo el burbujeo de nitrégeno y el tiempo restante se
mantuvo el sistema en atmosfera inerte cerrando el robinete. Una vez transcurrido el
tiempo de reaccion estipulado se transvasd el contenido del balén a un vaso de
precipitado de 1 litro, el copolimero se precipit6 mediante el agregado de acetona y
luego se filtrd en vacio utilizando un kitasato y una bomba de agua. Posteriormente se
realizaron varios lavados del copolimero obtenido con mezclas etanol/agua al 70, 80 y
90 % y un ultimo lavado con etanol puro. El copolimero asi obtenido se recuperd del
papel de filtro y se dejé secar en un cristalizador a temperatura ambiente bajo campana.
Una vez secos los copolimeros fueron sometidos a extraccion Soxhlet utilizando
metanol como solvente. El metanol solubiliza la NIPAAm no reaccionada asi como el
posible PNIPAAM que pueda haberse generado como reaccion secundaria. El lavado de
los copolimeros se realizo exhaustivamente durante varios dias superandose las 48 horas
de extraccion mencionadas en la bibliografia (Patel y col., 1999; Trivedi y col., 2005).
Transcurrido el tiempo de extraccion, el copolimero se dejo secar nuevamente en un
cristalizador a temperatura ambiente bajo campana. Finalmente, para extraer el iniciador
no reaccionado los copolimeros fueron disueltos en una solucion de NaOH 0,1 M, lo
cual requirié de 24 horas de agitacion y el posterior agregado de NaCl en cantidad
suficiente para obtener una concentracion 1 M. EIl agregado de sal favorecio el
intercambio i6nico entre los iones Ce™ y los iones Na*. La solucién obtenida se filtré en
vacio para eliminar la parte insoluble, que presentaba una fuerte coloracién anaranjada
debido al iniciador. Luego el copolimero se precipité con una solucién acuosa de etanol
al 70 % y el precipitado se filtré en vacio realizando reiterados lavados con etanol al 80,
90 y 100 %. Se obtuvo asi un copolimero de color blanco el cual se sec6 en estufa de
vacio a temperatura ambiente. Una vez secos, los copolimeros obtenidos presentaron

diferentes coloraciones similares a la del alginato (amarillento palido).
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Figura 3.1. Reactor de vidrio de dos bocas donde se llevaron a cabo las reacciones de sintesis
de copolimeros alginato-g-PNIPAAmM empleando CAN/HNO:.

En estas sintesis se varié las cantidades de iniciador y de alginato/NIPAAmM para
analizar el efecto de estas variables sobre la composicion de los copolimeros obtenidos.
En la Tabla 3.1 se resumen las condiciones de reaccion para cada una de las sintesis
realizadas y la nomenclatura empleada para estos copolimeros.

El medio acido aportado por el &cido nitrico favorece la estabilidad de las especies
Ce™ y [Ce(OH)s]™ a expensas de la especie (Ce-O-Ce)*. Las especies Ce*™ y
[Ce(OH)s]™ al ser de menor tamafio son mas efectivas para la formacién de complejos
con el alginato que la especie (Ce-O-Ce)*, lo que conduce a mayores porcentajes de
injerto. Sin embargo, aln en ausencia de acido se alcanzan buenos valores de injerto en
medio acuoso (Shah y col., 1995).

Dado que el alginato puede gelificar ain en ausencia de cationes, por gelacidn
acida como se mencion6 en el Capitulo 1, esto fue el factor determinante de la
heterogeneidad presente en el medio de reaccion de la sintesis descripta. Por esta razon

se decidio realizar la copolimerizacion sin utilizar &cido nitrico para disolver el CAN.
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Tabla 3.1. Nomenclatura y composicién de la mezclas de reaccion empleada en la sintesis de
copolimeros alginato/NIPAAm utilizando CAN en HNO3z como iniciador

m n (moles %
Copolimero @) ( ) :I/;’Pmﬁa molar
Alginato NIPAAm CAN  Alginato  NIPAAm  CAN CAN
COPQ-12C-46N*  1,5593 0,7528 10,5314 7,8810° 6,6610° 9,710 46 12
COPQ-12C-64N* 15047 1,495 055424 7,6010° 1,3210° 9,910* 64 12
COPQ-12C-76N* 15858  2,9292 10,5443 8,0110° 25910° 9,910* 76 12
COPQ-12C-84N*  1,5233 45098 0,5251 7,6910° 399102 9,610 84 12
ALGQ-12C-00N 1,501 050 7,5810° 9,110% - 12
COPQ-12C-47N 1,5035 0,76 051 7,5910° 6,7310° 9,310™ 47 12
COPQ-12C-78N 1,5023 3,01 050 7,5910° 2,6610% 9,110* 78 12
COPQ-12C-64N 1,5024 1,50 050 7,5910° 1,3310% 9,110* 64 12
COPQ-06C-64N 1,5056 1,50 025 7,6010° 1,3310% 4,610™ 64 6
COPQ-24C-64N 1,5029 1,50 1,00 75910° 1,3310% 1,810° 64 24

29 moles de unidades NIPAAm/moles de unidades monoméricas totales.
® 9% moles de CAN/moles de unidades monoméricas de alginato.

Sintesis de copolimeros utilizando CAN/H,O: Las reacciones se llevaron a cabo
en el mismo reactor utilizado en las experiencias anteriores. Una solucion conteniendo 1
g de alginato (5,08.10° moles de unidades repetitivas) preparada con 48 horas de
anterioridad fue colocada dentro del reactor y luego de 10 minutos de purga con
burbujeo de nitrégeno se agregaron 0,57 g de NIPAAm (5,05.10° moles) disueltos en
un pequefio volumen de agua destilada. La solucién acuosa de alginato/NIPAAmM se
burbujed con nitrégeno por 10 minutos adicionales. La masa de CAN a utilizar se
disolvio en agua destilada y se agregd a la mezcla de reaccion en alicuotas, acompafiada
de una enérgica agitacion manual del balén con cada porcion de iniciador adicionado. El
volumen total de reaccién fue de 200 mL, lo que implico una concentracién de alginato
de 0,5 %m/v. En este caso, la menor viscosidad de la mezcla de reaccion debida a la
menor concentracion de alginato utilizada y la no formacién del gel acido, dio lugar a
un medio de reaccidon menos heterogéneo que en el caso anterior pero igual se observo
la presencia de dos fases al agregar el iniciador.

El tiempo de reaccion empleado en este caso fue de 2 horas manteniendo el
burbujeo de nitrdgeno durante los primeros 30 minutos y asegurando una atmdsfera
inerte durante toda la reaccion. El pH del medio fue medido antes del agregado del
iniciador presentando un valor promedio de pH 5,5. Luego de 2 horas, si bien hubo una
leve disminucién del pH de la mezcla, no se produjo la gelacion acida del alginato.

Dado que el cerio (IV) es un oxidante fuerte bajo condiciones &cidas pero es estable en
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condiciones alcalinas (Muljadi, 2011), para finalizar la reaccién se elevo el pH del
medio hasta 8 con pequefios agregados de NaOH 0,1 M. Posteriormente se agregd NaCl
en cantidad suficiente para alcanzar una concentracion 1 M que permita generar el
intercambio entre iones Ce** y Na* a fin de remover los iones cerio que pudieran quedar
minimizando su contenido en el copolimero. Se centrifugd la mezcla para precipitar la
fase insoluble en suspension y el sobrenadante se mantuvo a ~5 °C para luego realizarse
la filtracion, precipitacion y lavado del copolimero obtenido mediante agitacion y
agregado de pequefias cantidades de mezclas etanol-agua (50, 60, 70, 80, 90 y 100 %),
intercalando los agregados de solvente con periodos en frio y eliminacion del
sobrenadante. El copolimero lavado fue secado a temperatura ambiente bajo campana.

Las cantidades de iniciador se variaron hasta encontrar las mejores condiciones
para la copolimerizacion. El contenido de iniciador en los materiales finales representa
una desventaja importante dado que el cerio, como otros elementos pertenecientes a las
tierras raras, tiene una moderada toxicidad. Deberia realizarse una eliminacion
exhaustiva del metal si se pretende emplear estos copolimeros como biomateriales.

En la Tabla 3.2 se resume las condiciones de reaccion para cada una de las sintesis

realizadas y la nomenclatura utilizada para estos copolimeros.

Tabla 3.2. Nomenclatura y composicion de la mezclas de reaccién empleada en la sintesis de
copolimeros alginato/NIPAAm utilizando CAN en H,O como iniciador

m n (moles %
Copolimero ©) ( ) :l/;)Pn;ciara molar
. ; m b
Alginato NIPAAm CAN  Alginato NIPAAm CAN CAN
COPQ-50N-01C  1,0005 05700 0,0275 5,0510° 5,0410° 5010° 50 1
COPQ-50N-02C  1,0067 05702 0,0550 5,0810° 5,0510° 1,010" 50 2
COPQ-50N-20C  1,0043 05704 05517 5,0710° 50510° 1,010° 50 20

29 moles de unidades NIPAAm/moles de unidades monoméricas totales.
® 9% moles de CAN/moles de unidades monoméricas de alginato.

3.2.3 Nomenclatura y composicion de la mezcla de reaccion

La nomenclatura elegida pretende resumir las condiciones de reaccion para cada
uno de los copolimeros obtenidos. En las sintesis llevadas a cabo empleando CAN en
HNOs, las cuatro letras iniciales COPQ indica que son copolimeros obtenidos a partir de
una sintesis quimica, a continuacion y separado mediante un guion, se nombra el
contenido de iniciador utilizado expresado en moles de CAN por 100 moles de unidades

repetitivas de alginato y finalmente separado por un segundo guién el porcentaje en
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moles de NIPAAmM en la solucion con respecto al nimero de moles totales de unidades
repetitivas. La excepcion se presenta en el material ALGQ-12C-00N, que corresponde
al alginato de sodio, el cual fue sometido a las condiciones de reaccidn sin el agregado
de NIPAAm. Por lo tanto su nomenclatura hace referencia a un alginato que fue tratado
quimicamente con el agregado de un 12 % de CAN disuelto en &cido nitrico.

Las cuatro primeras muestras de la Tabla 3.1 tienen ademas un asterisco para
diferenciarlas del resto ya que fueron sintetizadas previamente en PLAPIQUI por la
Quimica Luisa L.F. Silva Gutierrez en una estadia de investigacién en el marco de
convenio de cooperacion bilateral con CONACyYT (México).

La nomenclatura empleada para los copolimeros sintetizados empleando CAN en
H,O (Tabla 3.2), indica copolimeros obtenidos por sintesis quimica, seguida de su

composicion porcentual de NIPAAm y luego en CAN.

3.3 Caracterizacion de los copolimeros
3.3.1 Caracterizacion por Espectroscopia Infrarroja (FTIR)

Los espectros infrarrojos (FTIR) se registraron en un espectrofotdmetro Nicolet
520 por la acumulacién de 30 barridos, con una resolucion de 4 cm™. Las muestras
fueron preparadas en pastillas de KBr con una concentracion de polimero al 1 %m/m a
excepcion del alginato y los copolimeros COPQ-50N-XXC que permitieron la
formacidn de films por el método de evaporacion del solvente (casting).

En la Figura 3.2 se presentan los espectros FTIR de los copolimeros obtenidos
previamente en nuestro laboratorio, empleando un 12 % CAB y con cantidades
crecientes de NIPAAm en la mezcla de reaccion (46, 64, 76 y 84 %, copolimeros
COPQ-12C-46N*, COPQ-12C-64N*, COPQ-12C-76N* y COPQ-12C-84N*). A modo
de comparacion se presentan en la misma figura un espectro del alginato (S000) y de un
PNIPAAmM (obtenido a partir de la irradiacién con 10 kGy de una solucién acuosa al 5
% de NIPAAmM). Los espectros se encuentran desplazados en el eje de las abscisas para
poder visualizar mas facilmente entre las sefiales de cada polimero.

El alginato empleado para la sintesis de copolimeros presenta una banda ancha a
3400 cm? caracteristica de los grupos oxhidrilos (von); a 2928 cm? aparece la
vibracién de los enlaces C-H presentes en el anillo (ve.n) y en 1613 y 1413 cm™ se

observan dos fuertes sefiales atribuidas al estiramiento asimétrico y simétrico de los
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grupos carboxilicos (V* coo; Vv° coo.), respectivamente. En el rango de longitudes de
ondas comprendido entre 1030 y ~1170 cm™ se observan las sefiales correspondientes a
las vibraciones simétricas y asimétricas de los enlaces C-O-C (vc.o-c; V*°c.o.c) propias
de los anillos de polisacéridos. A 1320 cm™ aparece una banda débil de la vibracion del
enlace C-O (vc.o) (Lawrie y col., 2007; Yang y col., 2009; Sen y col., 2010). Para el
PNIPAAM obtenido por irradiacién las bandas a 2973 cm™ y 2876 cm™ corresponden a
las vibraciones simétricas y asimétricas de los grupos metilos (vcus; V¥cHs),
respectivamente. La banda a 2925 cm™ aparece debido a la vibracion de los enlaces C-H
(ve). La banda tipica amida I (ve=o) Se presenta a 1650 cm™ y la amida IT (8n.n) @ 1547
cm™. Las bandas de deformacion asimétrica y simétrica de los grupos geminales se
observan como una sefial media a 1457 cm™ (8%cn3) y un doble pico a 1388 y 1368 cm™
(8°chs) (Lee y col., 2006; Zhao y col., 2008). Las amidas presentan la vibracion de
carbonilo (vc=0) a frecuencias notablemente méas bajas que el resto de los grupos con
este tipo de enlaces (1630 cm™; comparado con 1740-1660 cm™) debido al efecto
mesomérico (+M) del nitrégeno (capaz de ceder sus electrones) lo cual produce una
disminucion notable de la frecuencia de las bandas carbonilicas. La fuerte asociacion
por enlaces de hidrogeno presentes en estado solido puede hacer disminuir ain mas la

frecuencia de estas vibraciones.

1613
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Figura 3.2. Espectros FTIR correspondientes a alginato (superior), PNIPAAm (inferior) y los
copolimeros (en el centro de arriba a abajo): COPQ-12C-46N* (gris claro, superior);
COPQ-12C-64N*(gris, medio superior), COPQ-12C-76N*(gris oscuro, medio inferior)

y COPQ-12C-84N* (negro, inferior).
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Los espectros de los copolimeros presentan bandas caracteristicas de los dos
homopolimeros con intensidades propias de su composicion (Figura 3.2). Las bandas a
2970 cm™ y 2875 cm™ corresponden a las vibraciones simétricas y asimétricas de los
grupos metilos (vicrs; v¥crs) del PNIPAAmM asi como la banda a 2933 cm™ debido a la
vibracién de los enlaces C-H (vc.y) presente en el espectro del PNIPAAmM y en el
alginato. La sefial a 1651 cm™ abarca las vibraciones de los enlaces C=0 (vc=o) de los
grupos carbonilos tanto pertenecientes al alginato como al PNIPAAm. El pico amida Il
(dn-n) €n los copolimeros no se observa como un pico definido, como en el PNIPAAmM a
1547 cm™, sino que se presenta como un hombro del pico a 1650 cm™ correspondiente a
los carbonilos. En el rango de longitudes de ondas comprendido entre ~1030 y ~1170
cm™ se observan las sefiales correspondientes a las vibraciones simétricas y asimétricas
de los enlaces C-O-C (vc-o-c; vV¥c-o-c) propias de los anillos del alginato, tal como se
habia mencionado previamente. La sefial a 1413 cm™ asociada al estiramiento simétrico
de los grupos carboxilicos (v° coo.) del alginato sufre una deformacién importante,
quedando como una sefial poco definida en el COPQ-12C-67N*.

Es importante remarcar la aparicion de un nuevo pico a 1740 cm™, aparentemente
ausente en los polimeros de partida; correspondiente a vibraciones de carbonilos,
probablemente de aldehidos obtenidos por apertura de los anillos del alginato segun el
mecanismo propuesto en 2.2.1, o bien, al desdoblamiento de la sefial de los carbonilos
de los grupos carboxilicos en el alginato y el carbonilo de la amida en el PNIPAAM.
Los aldehidos tienen otras bandas caracteristicas del enlace C-H aldehidico las cuales no
fueron observadas en los espectros de la Figura 3.2 por lo que no puede confirmarse su

presencia.
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Figura 3.3. Espectros FTIR del alginato original (S000, superior) y el alginato sometido a las
condiciones de reaccion (ALGQ-12C-00N, inferior).

En la Figura 3.3 se presentan los espectros del alginato original (S000) y del
alginato sometido a las condiciones de reaccion en ausencia de NIPAAmM (ALGQ-12C-
O0N) con el objeto de analizar el efecto del CAN sobre el alginato. Los espectros de
ambos alginatos son muy similares entre si y la ausencia de una sefial a 1740 cm™

descarta la posibilidad de la apertura del anillo y la formacion de grupos aldehido.
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Figura 3.4. Espectros FTIR correspondiente a alginato (superior), PNIPAAm (inferior) y los
copolimeros (en el centro de arriba a abajo): COPQ-12C-47N (gris claro, superior);
COPQ-12C-78N (gris oscuro, medio) y COPQ-12C-64N (negro, inferior).
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En la figura 3.4 se presentan los espectros de los copolimeros sintetizados en esta
tesis con las mismas condiciones de reaccion que los copolimeros sintetizados
previamente en PLAPIQUI. La presentacion de los espectros de manera desplazada
permite la identificacién de las sefiales dentro del copolimero aportadas por ambos
homopolimeros. En estos copolimeros es posible observar las vibraciones simétricas y
asimétricas de los enlaces C-O-C (vc.oc; vV¥°c.0.c) propias de los anillos alginicos en el
rango de nimeros de onda entre 1030 y 1170 cm™, asi como la sefial a 1413 cm™
asociada al estiramiento simétrico de los grupos carboxilicos (v° coo.) confirmando el
contenido de alginato. Por otra parte, el contenido de PNIPAAmM se observa en las
sefiales que surgen a 2969 y 2878 cm™ correspondientes a las vibraciones de los grupos
metilos. Al observar los espectros de los copolimeros en sentido descendente se hace
evidente el marcado crecimiento de la sefial alrededor de 1547 cm™ correspondiente al
pico de amida II (dn-n). El orden de los espectros presentados en la Figura 3.4 se eligio
en funcion de la intensidad de esta sefial, aun cuando no corresponde al orden respecto
al contenido de NIPAAm en la mezcla de reaccion inicial.

En la Tabla 3.3 se presenta la relacion de alturas entre las sefiales de los
copolimeros a 2969 cm™, correspondiente a la vibracion simétrica de los grupos metilos
presentes s6lo en el PNIPAAmM (vicus), y a 1418 cm™ correspondiente a la vibracion
simetrica de los grupos carboxilicos del alginato. Las relaciones obtenidas permiten

estimar la composicion de cada copolimero.

Tabla 3.3- Relacion de alturas de sefiales caracteristicas NIPAAm/alginato
para los copolimeros sintetizados con 12 % de CAN en HNO;

COpOlime ro A(v CH3) (2969 Cm_l) A(v C00-) (1413 Cm_l) A(zgm cm—l)/ A(1414 cm-1)

COPQ-12C-47N 0,352 0,375 0,94
COPQ-12C-64N 0,083 0,061 1,36
COPQ-12C-78N 0,051 0,040 1,28

Los resultados obtenidos indican un mayor contenido de PNIPAAm respecto al
contenido de alginato en el copolimero COPQ-12C-64N respecto al COPQ-12C-78N lo
cual se condice con los resultados obtenidos por TGA de la proxima seccion.

De acuerdo con los valores obtenidos, para una concentracioén de 12 % de CAN
existiria un limite en la incorporacion de NIPAAm tal que el agregado de un 78 % de

NIPAAmM no representa un aumento respecto a la concentracion del 64 %.
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Comparando los espectros FTIR de los copolimeros sintetizados en esta tesis
respecto a los obtenidos previamente en PLAPIQUI, es posible destacar la ausencia del
pico a 1740 cm™ observado previamente. La diferencia puede atribuirse a C=0 de
carbonilos provenientes probablemente a una oxidacién parcial de los primeros
copolimeros ensayados.

Los espectros FTIR correspondientes a los copolimeros sintetizados empleando
distintas cantidades de CAN en medio acido, manteniendo fija la concentracion de
alginato y NIPAAm en la mezcla de reaccion se presentan en la Figura 3.5. Los tres
copolimeros sintetizados presentan las bandas caracteristicas del alginato, a 1413 cm™ y
en el rango 1170-1030 cm™ (Vic.oc; v¥c-0-c) asi como las del PNIPAAM a 2969 cm™
(vV’chz) Y menos notorias a 2878 cm™ (v¥chz) y 1550 cm™ (8n.n). En el espectro del
COPQ-12C-64N, la sefial de amida Il (8n.4) @ 1550 cm™ se presenta como un pico
identificable aunque superpuesto a la banda del carbonilo en ~1650 cm™, mientras que
para el COPQ-24C-64N dicha sefial aparece como un hombro de la sefial del carbonilo,
siendo casi imperceptible en el COPQ-06C-64N (copolimero obtenido con la menor

concentracion de iniciador).
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Figura 3.5. Espectros FTIR de los copolimeros COPQ-06C-64N (gris claro, superior);
COPQ-12C-64N (gris oscuro, medio) y COPQ-24C-64N (negro, inferior).

Un incremento de 6 % a 12 % de iniciador CAN produce un aumento del injerto

de NIPAAm., debido a una mayor cantidad de sitios activos producidos por el iniciador.
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Sin embargo, un posterior aumento a 24 % de CAN produce una disminucion del injerto
obtenido respecto al 12 %. Este comportamiento podria ser debido a la mayor
heterogeneidad en el medio de reaccién. Dado que el CAN se incorpora en medio &cido,
mayores cantidades de CAN producen una mayor gelificacion del alginato cuando se
transforma en &cido alginico. La gelificacion limita la movilidad del NIPAAm en la
solucion disminuyendo su disponibilidad en el entorno de los sitios activos y por
consiguiente el grado de injerto logrado. Ademas es posible que la generacion de un
mayor nimero de radicales formados por el mayor contenido de CAN favorezca la
homopolimerizacion del NIPAAm en lugar del injerto (Shah y col., 1995).

Tabla 3.4. Relacion de alturas de sefiales caracteristicas NIPAAm/alginato para los
copolimeros sintetizados con igual composicion de NIPAAm en la mezcla de reaccién y
cantidades crecientes de CAN en HNOs.

COpOlimerO A(v CH3) (2969 cm'l) A(v C00) (1413 cm'l) A(2970 cm—l)/ A(1414 cm-1)

COPQ-06C-64N 0,0315 0,0375 0,84
COPQ-12C-64N 0,083 0,061 1,36
COPQ-24C-64N 0,061 0,072 0,85

Finalmente, en la Figura 3.6 se presentan los espectros FTIR de los copolimeros
obtenidos en solucién acuosa sin el agregado de acido nitrico con distintos contenidos
de iniciador utilizando una misma composicion alginato/NIPAAm. Las cantidades de
iniciador empleadas se eligieron con el objetivo de maximizar el grado de injerto
minimizando la cantidad de CAN adicionado. Para una mejor comparacion entre
espectros se presentan, ademas, los espectros del alginato y PNIPAAm. Los espectros
correspondientes a los copolimeros sintetizados empleando las menores cantidades de
CAN en medio acuoso, COPQ-50N-01C y COPQ-50N-02C son semejantes al obtenido
para el alginato de sodio puro y no presentan las sefiales caracteristicas del PNIPAAmM
en la estructura lo cual hace suponer que el grado de injerto fue muy bajo. El espectro
del copolimero obtenido a partir de un 20 % CAN es el Unico que confirma la presencia
de PNIPAAM en el material, a partir de las sefiales a 2969 cm™ (vichs) y el hombro de la
sefial a 1547 cm™ (8n.u). La relacion de alturas de picos A (gssemay A (1413om1) =
0,207/0,422 para este copolimero es igual a 0,49 lo cual representa un menor grado de

injerto que los obtenidos en los copolimeros sintetizados en medio acido.
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En los copolimeros sintetizados en medio acuoso, el i6n cerio presentaria una
menor efectividad para la formacion de complejos por la falta del medio &cido, dando

como resultado una menor eficiencia como iniciador y por consiguiente un menor grado

de injerto.
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Figura 3.6. Espectros FTIR correspondientes a alginato (superior), PNIPAAm (inferior) y los
copolimeros (espectros centrales de arriba a abajo): COPQ-50N-01C (gris claro, superior);
COPQ-50N-02C (gris oscuro, medio) y COPQ-50N-20C (negro, inferior).

3.3.2 Caracterizacion térmica empleando analisis termogravimétrico (TGA).

La caracterizacion térmica es una herramienta importante para conocer la
estabilidad de las muestras frente al aumento de la temperatura; ademas es posible
estimar la composicion de los materiales cuando los componentes presentan
temperaturas de degradacion marcadamente distintas entre si.

Los ensayos de los materiales COPQ-CAN-NIPAAm fueron realizados en un
analizador termogravimétrico TGS-2 Perkin Elmer disponible en las instalaciones de
PLAPIQUI, mientras que los copolimeros COPQ-NIPAAmM-CAN se ensayaron en una
balanza termogravimétrica Rigaku Thermoflex TG 8110 del Laboratorio Instrumental

de Uso Compartido (LIUC) del Departamento de Quimica de la UNS. Para cada
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material se registro la variacion de masa en el rango de 30 a 700 °C a una velocidad de
calentamiento de 10°C/min bajo atmdsfera de nitrégeno (40 mL/min).

En la Figura 3.7 se presentan los termogramas registrados para el alginato (S000)
y el PNIPAAmM sintetizado por irradiacion (10 kGy); ambos polimeros presentan una
caida inicial hasta alcanzar aproximadamente 150°C correspondiente a su
deshidratacion. Para el alginato en el rango de temperatura entre 200 y 300 °C
(aproximadamente a 249 °C) se produce una importante caida (45 % de su masa), a
causa del inicio de su degradacién térmica presentando una segunda pérdida de masa
alrededor de los 550 °C (15 %), obteniéndose un residuo mayor a un 20 % de la masa
inicial. Por su parte el PNIPAAm presenta una Unica pérdida de masa al alcanzar los
408 °C que representa practicamente la pérdida de la totalidad de la masa, observandose

un residuo inferior a un 2,5 % de la masa inicial.
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Figura 3.7. Cambios en la masa en funcion de la temperatura para los homopolimeros.
Simbolos: (O) alginato original y (l) PNIPAAmM.

Al comparar los termogramas del alginato y el alginato ALGQ-12C-00N (Figura
3.8) se observa que no hay un cambio significativo en el comportamiento térmico del
alginato tratado en las condiciones de reaccion, ALGQ-12C-00N, el cual presenta las

dos degradaciones tipicas, la primera en el rango de temperaturas entre 200 y 300 °C y
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la segunda a una temperatura algo inferior que en el alginato de sodio puro, alrededor de
los 430 °C.
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Figura 3.8. Cambios en la masa en funcion de la temperatura para el alginato.
Simbolos: (M) alginato orinal, S000 y (O) alginato ALGQ-12C-00N.

En la Figura 3.9 se presentan los termogramas de los copolimeros sintetizados con
CAN en HNO; obtenidos previamente en PLAPIQUI (COPQ-12C-46N*, COPQ-12C-
64N*, COPQ-12C-76N* y COPQ-12C-84N*). En las cuatro curvas de esta figura se
observa una degradacion escalonada, que puede explicarse como la sucesion de tres
etapas. La primera, corresponde a la deshidratacion de las muestras y se extiende hasta
los 150 °C; la segunda pérdida de masa corresponde a la degradacion del alginato en el
rango entre 200 y 300 °C y la tercera etapa corresponde a una pérdida de masa
alrededor de los 350 °C asociada a la degradacion del PNIPAAmM. La pérdida de masa
en cada una de las dos etapas posteriores a la deshidratacion de las muestras esta

asociada a la composicién relativa del alginato y PNIPAAm en el copolimero.
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Figura 3.9. Cambios en la masa en funcion de la temperatura para copolimeros sintetizados
previamente en PLAPIQUI con CAN en HNO;.

Simbolos: (O) COPQ-12C-46N*, (&) COPQ-12C-64N*, (A) COPQ-12C-76N*

y (l) COPQ-12C-84N*

A partir de los termogramas e integrando la derivada primera de los mismos es

posible obtener la masa asociada a cada degradacion y a partir de ésta la composicion

estimada de los copolimeros (Tabla 3.5).

Tabla 3.5. Composicion de los copolimeros COPQ-CAN-NIPAAmM* calculada a partir de TGA

Muestra

Masa Moles

total alginato PNIPAAmM NIPAAmM

COPQ-12C-46N*
COPQ-12C-64N*

COPQ-12C-76N*
COPQ-12C-84N*

Area Area Residuo
alginato PNIPAAmM a650°C
28,28 5,7 26,03
17,11 21,69 18,71
19,43 20,62 23,55
25,55 14,52 30,29

60,01 0,274
57,51 0,181
63,6 0,217
70,36 0,2820

Moles % molar
0,050 15,4
0,192 51,5
0,183 45,7
0,129 31,3

En general, era de esperar que con una mayor concentracion inicial de monémeros

NIPAAmM en la mezcla de reaccién, se produjera una mayor incorporacion de

PNIPAAmM en el copolimero. Sin embargo, de acuerdo a los calculos se observa que el

mayor injerto se obtuvo con un 64 % de NIPAAmM en la mezcla de reaccion. Por este

motivo, en esta tesis se realizaron duplicados de las sintesis originales obteniéndose

resultados similares a los resultados previos. En la Figura 3.10 se presentan las curvas
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de masa en funcién de la temperatura para los copolimeros sintetizados en esta tesis
empleando 12 % CAN en HNO; (COPQ-12C-47N, COPQ-12C-64N y COPQ-12C-
78N). Los resultados obtenidos permitirian inferir que existe un maximo en el grado de
injerto en funcion de la concentracion de NIPAAm en la mezcla de reaccion para el
contenido de CAN estudiado (12 %) lo cual est& en acuerdo con lo reportado por otros
autores para sistemas similares (Shah y col. (1995). En la Tabla 3.6 se presentan los
valores obtenidos de composicidn a partir de la integracion de la derivada primera de los
termogramas de la Figura 3.10.
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Figura 3.10. Cambios en la masa en funcién de la temperatura para copolimeros sintetizados

con CAN en HNO:..
Simbolos: () COPQ-12C-47N, (A) COPQ-12C-64N y (O) COPQ-12C-78N

Tabla 3.6- Composicion de los copolimeros COPQ-CAN-NIPAAmM sintetizados empleando
cantidades variables de NIPAAMmMm en HNO; calculada a partir de TGA.

Copolimero Area Area Residuo Masa  Moles Moles % molar

P alginato PNIPAAmM a650°C total alginato PNIPAAM NIPAAM
COPQ-12C-47N 26,02 9,25 39,46 74,73 0,331 0,082 19,8
COPQ-12C-64N 17,04 27,05 30,67 74,76 0,241 0,239 49,8
COPQ-12C-78N 23,12 16,22 38,5 77,84 0,311 0,144 31,6
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La composicién de los copolimeros obtenida por TGA estd de acuerdo con la
relacion de picos caracteristicos obtenida por FTIR. Ambas técnicas indican un
comportamiento similar para los copolimeros sintetizados obteniéndose el mayor grado
de injerto con un 64 % molar de NIPAAm en la composicion de la mezcla inicial de
reaccion. Un aumento en el contenido de NIPAAm en la mezcla inicial de reaccion por
encima del 64 % favoreceria la reaccion de homopolimerizacion (PNIPAAM),
compitiendo por los mondémeros NIPAAmM disponible para el injerto. Resultados
similares fueron reportados por Shah y col. (1995) en la copolimerizacion de
metilmetacrilato sobre alginato. En este trabajo los autores observaron un crecimiento
inicial del grado de injerto al aumentar la concentracién de metilmetacrilato. Sin
embargo, por encima de un valor éptimo, el agregado de mayores concentraciones de
metilmetacrilato no produjo un incremento en el grado de injerto. Estos resultados
fueron explicados en base a que una mayor formacion de macroradicales de
metilmetacrilato, los cuales presentan una mayor velocidad de combinacion y
desproporcion que su velocidad de combinacion con los sitios reactivos de las cadenas
del alginato, conducirian a la formacion de homopolimero.

En la Figura 3.11 se presentan los termogramas de los copolimeros obtenidos a
partir de una misma composicion alginato/NIPAAm y distintas cantidades de CAN en
medio acido. El comportamiento observado en los termogramas tanto como las
composiciones obtenidas (Tabla 3.7) corroboran los resultados de FTIR: al duplicar el
porcentaje de CAN de 6 % a 12 % se incrementa notablemente el injerto del PNIPAAmM

pero luego disminuye cuando el CAN se incrementa a 24 %.
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Figura 3.11. Cambios en la masa en funcion de la temperatura para copolimeros sintetizados con

igual composicion de alginato/NIPAAm y diferentes contenidos de CAN en HNO:s.
Simbolos: (@) COPQ-06C-64N, (l) COPQ-12C-64Ny (A) COPQ-24C-64N

Tabla 3.7. Composicidon calculada de los copolimeros COP-CAN-NIPAAmM sintetizados
empleando cantidades variables de CAN en HNO; a partir de TGA.

Copolimero A_rea Area Residijo Masa  Moles Moles % molar
alginato PNIPAAmM a650°C total alginato PNIPAAM NIPAAM
COPQ-06C-64N 17,78 3,47 50,1 71,35 0,343 0,031 8,2
COPQ-12C-64N 17,04 27,05 30,67 74,76 0,241 0,239 49,8
COPQ-24C-64N 24,90 6,66 38,05 69,61 0,318 0,059 15,6

Finalmente, la Figura 3.12 presenta los termogramas de los copolimeros
sintetizados en medio acuoso sin la utilizacion de acido nitrico (COPQ-50N-01C y
COPQ-50N-02C y COPQ-50N-20C), comparados con el alginato original S000. El
comportamiento frente a la temperatura de los copolimeros COPQ-50N-01C y COPQ-
50N-02C es semejante al del alginato, indicando que el contenido de NIPAAm en el
copolimero seria practicamente nulo corroborando los resultados obtenidos por FTIR.
El termograma del COPQ-50N-20C presenta las degradaciones correspondientes a un
copolimero de alginato y PNIPAAmM, presentando la degradacién correspondiente al
PNIPAAmM a una temperatura de 349,9 °C. El contenido de NIPAAmM en COPQ-50N-

20C obtenido por TGA fue de un 18,9 %, valor similar a los obtenidos para los
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copolimeros COPQ-12C-46N* y COPQ-12C-47N, de 154 y 19,8 % NIPAAmM
respectivamente. Dada la similitud en la composicion de NIPAAm en la mezcla de
reaccion inicial para los tres copolimeros, resulta evidente que un medio &cido

proporciona una mayor efectividad del i6n cerio en la reaccion de injerto.
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Figura 3.12. Cambios en la masa en funcién de la temperatura para copolimeros sintetizados con
igual composicion de alginato/NIPAAm y diferentes contenidos de CAN en H,0.
Simbolos: (A) alginato inicial, S000, (<) COPQ-50N-01C, (O) COPQ-50N-02C

y (l)COPQ-50N-20C

Tabla 3.8- Composicion calculada de los copolimeros COPQ-NIPAAmM-CAN sintetizados
empleando cantidades variables de CAN en medio acuoso a partir de TGA.

Al_’ea Area Residuo  Masa Moles  Moles 9% molar
Muestra alginat PNIPAA 2650°C  total alginat PNIPAA NIPAA
0 m 0 m m
Alginato S000 30,71 0 26,60 57,31 0,289 0 0
COPQ-50N-01C 30,41 0 24,25 54,66 0,276 0 n/d
COPQ-50N-02C 26,33 0 34,42 60,75 0,307 0 n/d
COPQ-50N-20C 27,18 9,2 42,19 78,57 0,350 0,081 18,9
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3.4 Conclusiones

Se obtuvieron copolimeros de injerto de NIPAAm y alginato de sodio empleando
nitrato de amonio cérico (CAN), en medio acido y en medio acuoso.

En el caso de injerto de NIPAAm sobre alginato empleando un medio acido,
método ampliamente reportado en la literatura para el injerto de diversos mondmeros
sobre distintos polimeros, el CAN es mas efectivo, pero el sistema es heterogéneo a
pesar de la agitacion y la sintesis transcurre en un medio altamente viscoso lo cual
afecta el grado de injerto obtenido. En estas condiciones, el injerto de PNIPAAmM
aumenta hasta un cierto valor maximo y luego disminuye aun agregando mayores
concentraciones de NIPAAm en el medio de reaccion.

En medio acuoso, el sistema resultd menos viscoso y por consiguiente mas
homogéneo, pero se requieren mayores concentraciones de iniciador CAN para lograr el
mismo grado de injerto obtenido en medio &cido.

Por otra parte, en ambos casos se requiere, luego de la reaccion, un lavado
exhaustivo del copolimero para remover la NIPAAm no reaccionada, el PNIPAAmM
homopolimero formado y los restos de iniciador empleado.

La baja solubilidad de todos los copolimeros sintetizados por este metodo,
impidié la obtencion de espectros de resonancia magnetica nuclear de proton en agua
deuterada. Esto es coincidente con los resultados reportados por Wu y col. (2009) en
sintesis de copolimeros de pululano con metilacrilato, empleando CAN en medio acido.

Los copolimeros sintetizados en esta tesis, empleando CAN como iniciador de las
reacciones de injerto, no fueron adecuados para la formacion de hidrogeles con la
capacidad de hincharse en un medio acuoso, tal como la solucion fisiologica (NaCl
0,9 % m/v), por tal motivo estos copolimeros no fueron empleados en los ensayos de

hinchamiento o liberacion de principios activos (Capitulo 6).
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Capitulo 4 - Copolimeros de Injerto alginato/NIPAAm. Radiacion Gamma de *Co

4.1 Introduccion

Los procesos que involucran radiacion electromagnética son una herramienta muy (util
para transformar los materiales poliméricos y se han convertido en un area de enorme interés
en las Gltimas décadas por su importante aplicacion en la industria.

Los polisacaridos naturales y sus derivados al ser irradiados sufren la escision de sus
macromoléculas. Sin embargo, se ha demostrado que bajo ciertas condiciones algunos
polisacéridos pueden ser entrecruzados por efecto de la radiacion absorbida o
copolimerizados con otros monomeros para formar hidrogeles o copolimeros,
respectivamente. La posibilidad de modificar polimeros de origen natural empleando
radiacion ofrece la oportunidad de obtener materiales biodegradables y biocompatibles, no
toxicos y libres de aditivos, que pueden ser utilizados en una amplia variedad de
aplicaciones (Sabharwal y col., 2004; Hug y col., 2012).

En este capitulo se presenta la sintesis de copolimeros de injerto de alginato y N-
isopropilacrilamida a partir del uso de radiacién gamma de ®°Co. El objetivo de la presente
seccion incluye la optimizacion de las condiciones de sintesis variando la composicion de
las mezclas de reaccion y la dosis de radiacion empleada y su posterior caracterizacion
utilizando *H-NMR, FTIR, analisis elemental y TGA.

4.2 Sintesis de copolimeros alginato-g-NIPAAmM
4.2.1 Materiales

Para la sintesis de los copolimeros se utilizdO N-isopropilacrilamida (NIPAAM)
provista por Aldrich y alginato de sodio obtenido de Fluka. Se utilizé el alginato de sodio sin
previa purificacion, mientras que la NIPAAm se purificO mediante recristalizacion en
hexano, segun lo descripto en la seccion 3.2.1. El alginato empleado en esta sintesis es el
mismo empleado en el capitulo anterior, identificado como S000, el cual posee una relacion

monomérica M/G = 0,79 (44% manuronato, 56% guluronato).

4.2.2 Preparacion de las muestras para irradiar

La preparacién de las muestras implicd la obtencién de una solucion de NIPAAm al
5 %m/v. La misma fue posteriormente fraccionada y adicionada a 1 gramo de alginato; tal
que para todas las muestras el volumen final de solucion fue de 50 ml. El volumen de
solucion de NIPAAm utilizado se eligi6 de manera tal de lograr concentraciones

alginato/NIPPPAm: 20/80, 33/67, y 50/50, expresadas en moles de unidades repetitivas para
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ambos materiales. EI volumen final constante permitio obtener soluciones de alginato al 0,5
%ml/v de baja viscosidad.

Con el objeto de evitar la presencia de oxigeno y por consiguiente la degradacion
oxidativa de los polimeros durante la irradiacion, se prepararon portamuestras de vidrio
Pyrex, apropiados para luego sellarlos en la linea de vacio disponible en PLAPIQUI (Figura
4.1). En este proceso es fundamental controlar que el material de vidrio no presente poros o
fisuras. Para esto, antes de utilizarlos se los somete a vacio mediante una conexion a la linea
de alto vacio, y pasado un tiempo de purga, se le aplica corriente de un generador de alto
voltaje (Tesla), pudiendo detectar irregularidades en el vidrio. Los equipos de vidrio Pyrex
utilizados fueron construidos en etapas. La primera etapa consistié en armar un equipo de
fraccionamiento de la solucion de NIPAAm para obtener ampollas de vidrio selladas en
vacio. La figura 4.1 presenta la linea de alto vacio utilizada, la cual cuenta con varias
secciones separadas por robinetes de teflén de tipo JJYoung®, que permiten la apertura y el
cierre de los diferentes tramos de la linea. Las diferentes secciones de la linea cuenta con
terminales de bocas conicas esmeriladas a las que se le puede conectar balones o equipos
especialmente preparados para realizar vacio. Una vez conectado el equipo de
fraccionamiento a la linea de vacio el mismo cargado con la solucion de NIPAAmM y
evacuado empleando una bomba de vacio. A continuacion se procede al corte del equipo
mediante el sellado del vidrio por la accién del calor utilizando un soplete. En la Figura 4.2.
se muestra el sistema de fraccionamiento para obtener las ampollas de solucién de NIPAAm.
Con la solucion contenida en el balon se llenaron las respectivas ampollas previamente
calibradas. Las ampollas se separaron del equipo mediante el sellado por calor de las
constricciones de vidrio que las unian al sistema de fraccionamiento. En una etapa posterior,
las ampollas se soldaron, mediante una conexion de vidrio provista de un sello de vidrio y
un iman en su interior que permitiria luego la ruptura del sello, a balones de 100 mL de
capacidad. En los balones se introdujo el alginato de sodio y el agua destilada necesaria para
alcanzar el volumen final de reaccion, teniendo en cuenta el volumen a agregar de la
correspondiente ampolla con la solucion de NIPAAm (Figura 4.3). De esta forma, se tuvo un
sistema conectado a la linea de vacio, que consistié en una ampolla cerrada con la solucién
de NIPAAm obtenida anteriormente la cual fue soldada con calor a un tubo de vidrio del
cual pendia el balon con la solucion de alginato. Este Gltimo balén se congeld por inmersién
en nitrageno liquido, evitando que el agua de la solucion sea extraida al conectar la linea de
vacio. A continuacion se hizo vacio y finalmente se separaron del sistema mediante sellado

con calor. Una vez separado, se rompid la constriccion que conectaba la ampolla de
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NIPAAmM con el balon de alginato permitiendo el mezclado de las dos soluciones dentro del

balon en ausencia de oxigeno. Luego se cortd, nuevamente con calor, la conexidén con la

ampolla vacia y de esta manera la muestra qued6 confinada en un balén pequefio que facilito

su manipulacion, transporte y posterior irradiacion.

Robinetes de
teflon

Bocas de conexion
esmeriladas

Equipo de
fraccionamiento

Figura 4.1. Linea de vacio a la cual se encuentra conectado el equipo de fraccionamiento
de la solucion de NIPAAm.

Ampollas

Sellado y corte
de la conexion

Constriccion al vacio
para corte

con llama Solucion de

NIPAAM a

fraccionar

Figura 4.2. Equipo de fraccionamiento de la solucion de NIPAAm, sellado en vacio.
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Ampolla con
solucion de NIPAAmM

Sello de vidrio e
iman para ruptura

Solucién de
alginato

Figura 4.3. Balon con solucion de alginato conectado a una ampolla de solucion de NIPAAm.

4.2.3 Irradiacion de las muestras en el Centro Atdmico Ezeiza

La irradiacion de las soluciones acuosas de alginato y NIPAAM contenidas en los
balones de vidrio Pyrex cerrados al vacio, se llevé a cabo en el Centro Atémico Ezeiza
(CAE) utilizando dosis y velocidad de dosis controladas. La velocidad de dosis seleccionada
fue de 1 kGy/h, mientras que las dosis aplicadas variaron entre 0,3 y 10 kGy. La calibracion
de dosis se realiz6 empleando dosimetros Perspex en el CAE .

A pesar de la gran difusion del uso de radiacion gamma en la produccion de
dispositivos médicos o productos biopoliméricos funcionales, se requiere un adecuado
control del proceso, teniendo en cuenta especialmente el efecto de la velocidad de dosis y la
dosis aplicada.

Diferentes autores han propuesto que la velocidad de dosis controla la velocidad de
reaccion y con ello la homogeneidad del proceso, mientras que la dosis total absorbida
determina el nimero de entrecruzamientos en el producto polimérico obtenido (Panda y col.,
2000; Liu y col., 2007; Jha y col., 2010). Por ejemplo, Jha y col. (2010), reportaron la
copolimerizacién de estireno y anhidrido maleico para obtener el copolimero RISUG®
empleando diferentes dosis (1,8; 2; 2,2 y 2,4 kGy) y diferentes velocidades de dosis de
radiacion (0,5 a 1,5 kGy/h). Para una misma dosis aplicada, al aumentar la velocidad de
dosis se observo una reduccion de la masa molar del polimero obtenido, lo que indicaria que
la efectividad de los radicales libres disminuye o bien se produce la escision radioinducida

en la cadena polimérica formada. Por otra parte, fijando la velocidad de dosis, los resultados
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fueron concluyentes respecto del efecto de la dosis, ya que un pequefio incremento en las
dosis aplicadas (incrementos en etapas de 0,2 kGy) resulté en aumentos en la masa molar de
los polimeros obtenidos.

En funcion de los resultados reportados por otros autores para sistemas similares
(Grasselli y col., 2009) en esta tesis se eligid 1 kGy/h como velocidad de dosis. Por otra
parte, las dosis utilizadas en los copolimeros sintetizados por radiacion, fueron menores que
las reportadas por otros autores (Lee y col., 2004; Cai y col., 2005), ya que el objetivo fue la
obtencion de copolimeros de alginato y NIPAAm, minimizando el efecto de escision
radioinducida en las cadenas de biopolimero (Nagasawa y col., 2000; Lee y col., 2003).

Finalmente los materiales irradiados se trataron mediante extraccion Soxhlet utilizando
metanol como solvente por al menos 48 h para extraer los restos de NIPAAm sin reaccionar
y el posible homopolimeros PNIPAAmM formado.

4.2.4 Composicion de las mezclas de reaccion

La nomenclatura y composicion de los copolimeros sintetizados por irradiacion con
rayos gamma de ®°Co se presenta en la Tabla 4.1. En dicha tabla se resumen los datos de
cada copolimero obtenido como dosis aplicada, concentracion de cada uno de los reactivos

en la mezcla de reaccion y porcentaje molar de NIPAAm.

Tabla 4.1. Composicion de las mezclas de reaccion en la sintesis de copolimeros empleando *Co.

m () n (moles) % molar
ALG NIPAAM ALG NIPAAM NIPAAmM

COPI-03-80N 1,0012 2,25 5,06 10° 1,99 10 80
0,3kGy COPI-03-67N 1,0002 1,14 5,0510°% 1,01107 67
COPI-03-50N 1,0000 0,57 5,0510° 5,0410° 50
COPI1-05-80N 1,0005 2,25 5,0510°% 1,99 107 80
0,5kGy COPI-05-67N 1,0005 1,14 5,0510° 1,01107 67
COPI-05-50N 1,0008 0,57 5,0510° 5,0410° 50

Dosis Copolimero

COPI-1-80N 1,0003 2,25 5,0510°% 1,99 107 80
1kGy COPI-1-67N 1,0003 1,14 5,0510°% 1,01107 67
COPI-1-50N 1,0005 0,57 5,0510°% 5,0410° 50
COPI-5-80N 1,0012 2,25 5,06 10° 1,99 107 80
5kGy COPI-5-67N 1,0002 1,14 5,0510°% 1,01107 67
COPI-5-50N 1,0000 0,57 5,0510° 5,0410° 50
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La nomenclatura empleada para cada muestra consiste en cuatro letras que representan
el copolimero obtenido por irradiacion, COPI-, seguidas de un nimero que representa la
dosis aplicada 0,3 kGy (COPI-03), 0,50 kGy (COPI-05), 1 kGy (COPI-1) y 5 kGy (COPI-5)
y por ultimo otro nimero que indica el contenido en porcentaje molar de NIPAAm en la
mezcla de reaccion inicial, -80N, -67N o -50N. El contenido de NIPAAmM se expresa en
moles de NIPAAmM por cien moles de unidades repetitivas totales (NIPAAm y alginato).

4.3 Caracterizacion de los copolimeros alginato-g-PNIPAAmM
4.3.1 Caracterizacion quimica empleando espectroscopia de '"H-NMR

La caracterizacion por *H- NMR de los copolimeros de injerto obtenidos se llevé a
cabo en agua deuterada a temperatura ambiente empleando un espectrometro Bruker Avance
DPX 400MHz, equipamiento disponible en la Universidad de Patras, Patras, Grecia.

En la Figura 4.4 se presenta, a modo de ejemplo, el espectro ‘H- NMR para el
copolimero COPI-1-80N.

—501
—200
—1.57

66,52+

T T T T T T T T T T T T T T T T T T .
65 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.
f1 (ppm)

Figura 4.4. Espectro "H-NMR del copolimero de injerto COPI-1-80N.
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En la Figura 4.4 se ha agregado la estructura quimica de los mondmeros que
constituyen el copolimero y la asignacién de algunas sefiales de los hidrogenos de las
mismas en el espectro. El hidrégeno anomérico de las unidades de guluronato del alginato
da lugar a una senal que se observa a un desplazamiento 6 = 5,01 ppm, mientras que los
hidrégenos del PNIPAAmM -CH,- , -CH-, y los dos -CHg; se presentan en 6 = 2,2; 1,57 y 1,14
ppm, respectivamente (Dincer y col., 2002; Salomonsen y col., 2009). A partir de la
relacion de las areas de las sefiales del espectro se estimo la composicion de los copolimeros
obtenidos. Los espectros del resto de los copolimeros sintetizados, con la respectiva
asignacion de sefiales y los calculos realizados para la determinacién de la composicién de

los copolimeros se presentan en el Anexo |II.

Tabla 4.2. Composicion de los copolimeros sintetizados por irradiacién obtenida
a partir de los espectros *H- NMR.

Areayipaam Areany s NGe nG - % molar
(9H) (1H) (S000) NIPAAM

COPI-03-80N 9,87 0,5231 0,4769 0,8517  1,3747 38,0
COPI-03-67N 8,54 0,4869 05131 0,9163 1,4032 34,7
COPI-03-50N 4,62 0,3392 0,6608 1,1800 1,5192 22,3
COPI-05-80N 23,09 0,7195 0,2805 0,5008 1,2204 59,0
COPI-05-67N 22,33 0,7127 0,2873 0,5130 1,2257 58,1
COPI-05-50N 19,21 0,6810 0,3190 0,5697  1,2507 54,4
COPI-1-80N 66,52 0,8808 0,1192 0,2128 1,0936 80,5
COPI-1-67N 13,71 0,6037 0,3963 0,7077 1,3114 46,0
COPI-1-50N 10,84 0,5464 0,4536 0,8101 1,3564 40,3
COPI-5-80N 52,91 0,8546 0,1454 0,2596 1,1142 76,7
COPI-5-67N 82,38 0,9015 0,0985 0,1759 1,0774 83,7
COPI-5-50N 44,65 0,8322 0,1678 0,2996  1,1318 73,5

Copolimero

[ T = T o S o S N S [ S S SENU SN

En la Tabla 4.2, se resume la informacién obtenida a partir de los espectros *H- NMR,
siendo Areanippam, €l area de las sefiales de los 9 hidrogenos (-CH,- , -CH-, y los dos -CHs)
del PNIPAAm; Arean el 4rea de la sefial del hidrégeno anomérico de las unidades
gulurdnicas del alginato; nnipaam €l NUmMero de moles estimados para las unidades repetitivas
de NIPAAmM; nGg el nimero de moles para las unidades repetitivas de guluronato, nG

(S000) el namero de moles de unidades repetitivas de alginato teniendo en cuenta la relacion
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M/G para el alginato utilizado, nwt €l NUMero de moles totales de unidades repetitivas y %
molar NIPAAm el porcentaje molar de unidades repetitivas de NIPAAm en el copolimero.

Para una dosis constante, el contenido de NIPAAM en el copolimero aumenta al
aumentar la cantidad de NIPAAm en la mezcla de reaccion inicial, excepto para la dosis de
5 kGy que presento valores de injerto similares para las tres composiciones de la mezcla de
reaccion estudiadas. Los copolimeros obtenidos con 5 kGy presentaron baja solubilidad en
agua deuterada debido, posiblemente, a la formacion de entrecruzamientos radioinducidos
entre las cadenas laterales de PNIPAAm injertadas. Por este motivo los valores de
composicion de los copolimeros obtenido por *H-NMR para la serie de copolimeros
sintetizada con 5 kGy no fue comparable con los valores de composicion obtenidos por otras
técnicas analiticas como analisis elemental y TGA.

Por otra parte, al analizar los resultados para una misma composicion de alginato y
NIPAAmM en la mezcla de reaccion inicial es posible observar que las mezclas con mayor
contenido en NIPAAm (80 %) dieron como resultado copolimeros con mayor cantidad de
NIPAAm injertado a medida que se incremento la dosis, salvo para la dosis de 5 kGy con la
cual se obtuvieron grados de injerto similares a los obtenidos con 1 kGy.

Para el resto de las composiciones valores de % NIPAAmM en los copolimeros
obtenidos son mas bajos para la menor dosis empleada (0,3 kGy) y mas altos para la mayor
dosis empleada (5 kGy). Sin embargo, para la dosis de 1 kGy, los valores de % NIPAAmM de
la muestras -67N y -50 N resultaron menores que los esperado al compararlos con los

porcentajes obtenidos para las mismas composiciones y dosis 0,5 kGy.

4.3.2 Caracterizacion quimica mediante analisis elemental

Los ensayos de andlisis elemental se realizaron en el Laboratorio de Analisis
Instrumental de la Universidad de Patras, Grecia, usando un analizador Carlo Erba EA1108
C-H-N-S. A partir de la composicidn del alginato y el PNIPAAmM homopolimeros se calculo
la composicion de cada uno de los copolimeros sintetizados. Teniendo en cuenta que el
alginato no posee atomos de nitrégeno en sus unidades monomeéricas, todo el porcentaje de
nitrégeno obtenido por analisis elemental, se asocia al PNIPAAm injertado. En funcion del
contenido de nitrogeno, puede calcularse el contenido de carbono asociado al PNIPAAmM y
el resto de masa de carbono, correspondera al contenido en alginato. Las Tablas 4.3y 4.4
presentan los resultados obtenidos mediante esta técnica. Un ejemplo de los calculos

realizados se presenta en el Anexo 1.
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Tabla 4.3. Composicién obtenida a partir de analisis elemental correspondiente
a los copolimeros sintetizados con 0,5y 1 kGy.

Dosis 1kGy 0,5kGy
COPI-1- COPI-1- COPI-1- COPI-05- COPI-05- COPI-05-

AE.  ALG PNIPAAmM —gq 67N 50N 80N 67N 50N
N% 0,000 11,870 8,130 3,844 3,366 4,727 4,264 4,183
C% 30,004 58,918 49,833 38,524 39,330 38,622 40,333 39,972
H% 4,717 9,931 7,909 4,285 6,053 5,991 5,926 6,371
C corresp al NIPAAm 40,354 19,080 16,707 23,463 21,165 20,763
C corresp al Alg 9,479 19,444 22,623 15,159 19,168 19,209
gALG 31,592 64,804 75,398 50,523 63,885 64,022
g NIPAAm 68,492 32,384 28,357 39,823 35,922 35,240
mol ALG? 0,160 0,327 0,381 0,255 0,323 0,323
mol NIPAAM? 0,606 0,287 0,251 0,352 0,318 0,312
% ALG® 20,8 53,3 60,3 42,0 50,4 50,9
%NIPAAM® 79,2 46,7 39,7 58,0 49,6 49,1

& Moles de alginato y NIPAAm basados en la masa molar de las unidades repetitivas.
® porcentajes molares de NIPAAm respecto al nimero de moles totales de unidades repetitivas.

Tabla 4.4. Composicion obtenida a partir de analisis elemental correspondiente
a los copolimeros sintetizados con 0,3 y 5 kGy.

Dosis 0,3 kGy 5 kGy
COPI-03- COPI-03- COPI-03- COPI-5- COPI-5- COPI-5-

AE.ALG  PNIPAAM g\ 67N 50N 80N 67N 50N
N% 0,000 11,870 3,083 2,203 0,947 11,092 7,029 2,875
C% 30,004 58,918 36,511 30,695 32,554 56,720 46,389 36,442
H% 4,717 9,931 5,668 2,934 4,956 8,456 5,913 5,780
C corresp al NIPAAmM 15,303 10,935 4,701 55,056 34,889 14,270
C corresp al Alg 21,208 19,760 27,853 1,664 11,500 22,172
g ALG 70,685 65,858 92,833 5,545 38,328 73,896
g NIPAAmM 25,973 18,559 7,978 93,446 59,217 24,221

mol ALG? 0,357 0,333 0,469 0,028 0,194 0,373

mol NIPAAM? 0,230 0,164 0,071 0,827 0,524 0,214

% ALG® 60,8 66,9 86,9 3,3 27,0 63,5
%NIPAAM® 39,2 33,1 13,1 96,7 73,0 36,5
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En la Tabla 4.5 se presentan, en forma comparativa, los valores de composicion
obtenidos por *H-NMR y por anélisis elemental para todos los copolimeros sintetizados.

Tabla 4.5. Composicién de los copolimeros sintetizados por irradiacion obtenida
a partir de *H-NMR y analisis elemental

Copolimero 0,3 kGy 0,5 kGy 1 kGy 5 kGy
'H- AE. 'H- AE. 'H- AE. 'H- AE.
COPI-80N 38,0 39,2 59,0 58,0 80,5 79,2 76,7 96,7
COPI-67N 34,7 33,1 58,1 49,6 46,0 46,7 83,7 73,0
COPI-50N 22,3 13,1 54,4 49,1 40,3 39,7 73,5 36,5

Los valores de % NIPAAmM en los copolimeros presentan un buen acuerdo entre ambas
técnicas, excepto los copolimeros obtenidos con 5 kGy. En todos los casos se observa un
aumento en el contenido de NIPAAm a medida que aumenta la dosis. El valor de 96,7 %
NIPAAmM obtenido para la dosis de 5 kGy resulta mayor al esperado en base a la
composicion inicial de la solucion irradiada. Si bien ésta dosis no es suficiente para la
escision del alginato en una magnitud tal que pudiera perderse durante el lavado con metanol
(oligbmeros), un analisis de los residuos extraidos por FTIR no mostré la presencia de
alginato. Descartada esta posibilidad, la unica explicacion posible es un error en el calculo
de la composicion de la solucidn inicial. Dado que la irradiacion con 5 kGy se realiz6 en una
etapa posterior a las otras muestras presentadas en la Tabla 4.1; es posible que un error en el
fraccionamiento de las ampollas de NIPAAm resultara en una mayor concentracion en la

mezcla inicial de reaccion.

4.3.3 Caracterizacion quimica empleando FTIR

Los espectros infrarrojos con Transformada de Fourier (FTIR) se registraron en un
espectrofotometro Nicolet 520 por la acumulacion de 30 barridos, con una resolucion de
4 cm™. Las muestras fueron preparadas por casting (evaporacion del solvente) a partir de
soluciones al 1 %m/m o bien en pastillas de KBr en el caso de los copolimeros menos
solubles.

En la Figura 4.5 se presentan los espectros FTIR del alginato original (S000), el
PNIPAAmM polimerizado por irradiacion con una dosis de 10 kGy a partir de una solucion
acuosa al 5 % de NIPAAm y como el copolimero COPI-1-50N (1 kGy, 50 % NIPAAmM
solucidn inicial). Los espectros se encuentran desplazados en el eje de las abscisas para

comparar entre las sefiales de cada polimero.
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Figura 4.5. Espectros FTIR obtenidos para el alginato (gris claro, superior),
el PNIPAAmM (gris, medio) y el copolimero de injerto COPI-1-50N (negro, inferior).

El alginato presenta una banda ancha caracteristica de los grupos oxhidrilos (vo.n) a
3400 cm™; la vibracion de los enlaces C-H presentes en el anillo (ve) a 2928 cm™ y dos
sefales fuertes atribuidas al estiramiento asimeétrico y simétrico de los grupos carboxilicos
(v® coo-; V° coo.) en 1613 y 1413 cm™, respectivamente. En el rango de longitudes de ondas
comprendido entre 1030 y 1170 cm™ se observan las sefiales correspondientes a las
vibraciones simétricas y asimétricas de los enlaces C-O-C (vc.o.c; vV°c.o.c) propias de los
anillos de polisacaridos, mientras que a 1320 cm™ aparece una banda débil de la vibracion
del enlace C-O (vc.o) (Lawrie y col., 2007; Yang y col., 2009; Sen y col., 2010). Para el
PNIPAAmM, se observan las bandas correspondientes a las vibraciones simétricas y
asimétricas de los grupos metilos (vchs; v¥crs) @ 2973 cm™ y 2876 cm™, respectivamente.
La banda correspondiente a la vibracion de los enlaces C-H (vc.+) @ 2925 cm™, tal como se
presenta en el alginato y las bandas tipicas amida I (vc=o) a 1650 cm™ y amida IT (8n.+) @
1547 cm™. Las bandas de deformacion asimétrica y simétrica de los grupos geminales se
observan como una sefial media a 1457 cm™ (8%cuz) y un doble pico a 1388 y 1368 cm™
(8°ch3) (Lee y col., 2006; Zhao y col., 2008).

El espectro del copolimero COPI-1-50N presenta bandas caracteristicas de los dos
homopolimeros, tales como las vibraciones simétricas y asimétricas de los grupos metilos
(vicha; vV¥chs) del PNIPAAmM a 2970 cm™ y 2875 cm™ asi como la banda a 2933 cm™ debido
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a la vibracion de los enlaces C-H (vc.) presentes tanto en el PNIPAAmM como en el alginato.
La sefial a 1651 cm™ corresponde a las vibraciones de los enlaces C=0 (v¢-=0) de los grupos
carbonilos tanto perteneciente al alginato como al PNIPAAmM, mientras que la sefial de
amida II (8n.n) a 1537 cm™ es una sefial caracteristicas de la presencia de PNIPAAm en el
copolimero. De manera similar, en el rango de longitudes de ondas comprendido entre
~1030 y ~1170 cm™ se observan las sefiales correspondientes a las vibraciones simétricas y
asimétricas de los enlaces C-O-C (v’co.c; V¥c-oc) propias de los anillos del alginato
mientras que la sefial a 1414 cm™ esta asociada al estiramiento simétrico de los grupos
carboxilicos (v° coo.) del alginato.

En las Figuras 4.6 a 4.9 se presentan los espectros FTIR de los copolimeros obtenidos
a partir de distintas composiciones de la mezcla inicial de reaccion, agrupados segun la dosis
de radiacién gamma ®°Co empleada en la sintesis (0,3; 0,5; 1 y 5 kGy) respectivamente. A
partir de los espectros obtenidos se presenta en las Tablas 4.6 a 4.9 la relacion de alturas de
los picos a 2970 cm™, correspondiente a la vibracion simétrica de los grupos metilos
presentes s6lo en el PNIPAAM (vicha), Y a 1414 cm™ propio de la vibracion simétrica de los
grupos carboxilicos del alginato; ésta relacion permite estimar el grado de injerto de
NIPAAm sobre alginato.

Al observar la Figura 4.6 pueden apreciarse las sefiales caracteristicas del PNIPAAmM
en los copolimeros a 2970 cm™ (Vicus) y 1546 cm™ (Sn.4). Estas bandas se hacen a su vez
mas notorias al incrementarse el contenido de NIPAAm en el copolimero (COPI-03-50N <
COPI-03-67N < COPI-03-80N), dado que las sefiales del alginato no presentan variaciones
importantes en su aspecto. La sefial en 1546 cm™ (8y.n) que se distingue mejor en el
espectro de COPI-03-80N, es apenas perceptible en las otras dos muestras. Esta observacion
puede ser confirmada en funcién del cociente de la absorbancia a dos longitudes de onda
caracteristicas (Tabla 4.6), cuyos valores aumentan con el incremento de NIPAAm en la
mezcla de reaccion inicial.

A partir de los espectros FTIR obtenidos para los copolimeros sintetizados con 0,5
kGy (COPI-05) es posible concluir la misma dependencia con la composicion en cuanto a la
incorporacion de NIPAAm. Los valores de la relacién de absorbancia a las longitudes de
onda caracteristicas (Tabla 4.7) indican que aumenta el injerto de NIPAAm sobre alginato a

medida que aumenta la concentracion de PNIPAAm en la mezcla de reaccién inicial.
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Figura 4.6. Espectros FTIR de los copolimeros sintetizados con una dosis de 0,3 kGy:
COPI-03-50N (gris claro, superior); COPI-03-67N (gris, medio) y COPI-03-80N (negro, inferior).
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Figura 4.7. Espectros FTIR de los copolimeros sintetizados con 0,5 kGy:
COPI-05-50N (gris claro, superior); COPI-05-67N (gris, medio) y COPI-05-80N (negro, inferior).
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Tabla 4.6. Relacion de alturas de sefiales caracteristicas de NIPAAm y alginato
para copolimeros sintetizados con 0,3 kGy.

Copolimero A crz) (2970 cm™) A coo) (1414 cm™)  ApgroemayAgasa em
COPI-03-50N 0,865 1,652 0,52
COPI-03-67N 0,768 1,055 0,73
COPI-03-80N 0,465 0,417 1,12

Tabla 4.7. Relacion de alturas de sefiales caracteristicas de NIPAAm y alginato
para copolimeros sintetizados con 0,5 kGy.

Copolimero A crz) (2970 cm™) Aw coo) (1414 cm™) A2070 ey AL414 em-1)
COPI-05-50N 1,109 1,636 0,68
COPI-05-67N 0,607 0,811 0,75
COPI-05-80N 0,707 0,852 0,83

Los espectros obtenidos para los copolimeros sintetizados con 1 KGy (COPI-1) son
similares a los obtenidos con una dosis menor (COPI-03 y COPI-05). Sin embargo a esta
dosis, en el copolimero COPI-1-80N con mayor contenido en PNIPAAm, la sefial a 1458
cm™ aparece como un pico importante asi como también puede detectarse facilmente el
doble pico a 1387 y 1367 cm™, siendo éstas las bandas de deformacion asimétrica y
simeétrica de los grupos geminales del PNIPAAmM respectivamente. Por otra parte de la
relacion de altura de los picos caracteristicos es posible inferior el mayor contenido de
NIPAAm en el copolimero COPI-1-80N en relacion a los otros dos copolimeros sintetizados

con esta dosis.
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Figura 4.8. Espectros FTIR de los copolimeros sintetizados con una dosis de 1 kGy:
COPI-1-50N (gris claro, superior); COPI-1-67N (gris, medio) y COPI-1-80N (negro, inferior).

Tabla 4.8. Relacion de alturas de sefiales caracteristicas de NIPAAm y alginato
para copolimeros sintetizados con 1 kGy.

Copolimero A crz) (2970 cm™) Ay cooy (1414 cm™) Ao70 emay Aqars cm)
COPI-1-50N 0,525 0,653 0,80
COPI-1-67N 1,300 1,335 0,97
COPI-1-80N 1,297 0,799 1,62

Observando los espectros correspondientes a los copolimeros COPI-5 (Figura 4.9) y
las relaciones de absorbancia de los picos caracteristicos (Tabla 4.9) es posible destacar una
menor incorporacion de NIPAAm en el copolimero COPI-5-80N respecto del copolimero
COPI-5-67N teniendo en cuenta la concentracion de PNIPAAmM en la mezcla de reaccion
inicial. A esta dosis de radiacion el mayor numero de radicales libres generado favoreceria la
reaccion de homopolimerizacion disminuyendo la cantidad de NIPAAm injertada al

alginato.
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Figura 4.9- Espectros FTIR para los copolimeros sintetizados con una dosis de 5 KGy:
COPI-5-50N (gris claro, superior); COPI-5-67N (gris, medio) y COPI-5-80N (negro, inferior).

Tabla 4.9. Relacion de alturas de sefiales caracteristicas de NIPAAm y alginato
para copolimeros sintetizados con 5 kGy.

Copolimero A crz) (2970 cm™) Ay cooy (1414 cm™)  Apgroemay! Aqara em)
COPI-5-50N 1,041 1,685 0,62
COPI-5-67N 1,646 1,343 1,23
COPI-5-80N 0,289 0,262 1,10

4.3.4 Caracterizacién térmica por TGA

Ademas de estimar la estabilidad térmica de los copolimeros sintetizados por radiacion
se emple6 termogravimetria para estimar la composicion. Los ensayos fueron realizados en
una balanza termogravimétrica Discovery TGA™ disponible en PLAPIQUI. Para cada uno
de los materiales se registro la variacion de masa en el rango de 25 a 700 °C a una velocidad
de calentamiento de 10 °C/min bajo atmdsfera de nitrogeno (40 mL/min).

En la Figura 4.10 se presentan los termogramas registrados para el alginato (S000) y el
PNIPAAmM sintetizado por irradiacion (10 kGy). Ambos polimeros presentan una pérdida de
masa inicial hasta alcanzar aproximadamente 150 °C correspondiente a su deshidratacion.

Para el alginato se produce una importante disminucién de su masa (45 %), en el rango de
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temperatura entre 200 y 300 °C (aproximadamente a 249 °C) a causa del inicio de su
degradacion térmica, presentando luego una segunda pérdida de masa alrededor de los 550
°C (15 %), obteniéndose un residuo mayor a un 20 % de la masa inicial. Por su parte el
PNIPAAmM presenta una Unica pérdida de masa al alcanzar los 408 °C que representa
practicamente la totalidad de la masa, obteniéndose un residuo inferior a un 2,5% de la masa

inicial.
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Figura 4.10. Cambios en la masa en funcién de la temperatura para los homopolimeros.
Simbolos: (O) alginato original y (l) PNIPAAmM.

Los termogramas de los copolimeros se presentan agrupados por dosis de radiacion
empleada (0,3, 0,5, 1 y 5 kGy), para diferentes composiciones de la mezcla de reaccién de
injerto, en las Figuras 4.11 a 4.14.

Se observan en todos los casos dos degradaciones caracteristicas correspondientes a
cada uno de los homopolimeros que forman los copolimeros. Luego de la deshidratacion, la
primera etapa de degradacion, entre 200 y 300 °C, corresponde al alginato y la segunda
etapa, en el rango de 300 a 400 °C corresponde al PNIPAAm el cual se presenta en el
copolimero a temperaturas algo inferiores que las obtenidas para el homopolimero puro.

A partir de la pérdida de masa que implica cada una de las dos degradaciones es
posible obtener una estimacién aproximada de la composicion de alginato y PNIPAAmM en

cada copolimero. A menores contenidos de PNIPAAmM la primera etapa involucra una mayor
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pérdida de masa (correspondiente al alginato) indicando su mayor proporcion en el
copolimero. Por otra parte, en estos casos aumenta el contenido de residuo a los 700 °C
correspondiente a una mayor proporcion de polisacérido.

Para los copolimeros COPI-03 los termogramas presentados en la Figura 4.11
muestran claramente una mayor pérdida de masa en el rango de 300 a 400 °C a medida que
aumenta el contenido de PNIPAAmM en el copolimero y por consiguiente una disminucién en
la pérdida de masa en el rango de 200 a 300 °C correspondiente al alginato. El residuo
remanente aumenta con el contenido de alginato en el copolimero.

A partir de la Figura 4.12, se observa una semejanza en la composicion de los
copolimeros COPI-05-50N y COPI-05-67N ya que los termogramas son practicamente
superponibles, lo cual esta en acuerdo con la composicion obtenida por *H-NMR vy analisis
elemental. El copolimero COPI-05-80N se diferencia de estos ultimos, presentando una
pérdida de masa mas importante correspondiente al PNIPAAm y el menor residuo de los tres

copolimeros.
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Figura 4.11. Cambios en la masa en funcién de la temperatura para los copolimeros sintetizados
con 0,3 kGy. Simbolos: (O) COPI-03-50N, (A) COPI-03-67N y (H) COPI-03-80N.
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Figura 4.12. Cambios en la masa en funcion de la temperatura para los copolimeros sintetizados
con 0,5 kGy. Simbolos: (O) COPI-05-50N, (A) COPI-05-67N y () COPI-05-80N.
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Figura 4.13. Cambios en la masa en funcién de la temperatura para los copolimeros sintetizados
con 1 kGy. Simbolos: (O) COPI-1-50N, (A) COPI-1-67N y (H) COPI-1-80N.
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La Figura 4.13, presenta los termogramas de los copolimeros sintetizados con 1 kGy
(COPI-1), andlogos a los descriptos en la Figura 4.11, donde los tres copolimeros presentan
una diferencia en los porcentajes de pérdida de masa. La pérdida de masa correspondiente a
la primera degradacion, asociada al contenido de alginato en el material, disminuye a
medida que la segunda pérdida de masa, asociada a la degradacion del PNIPAAmM, aumenta.
Por otra parte, un aumento de NIPAAm en la mezcla inicial de reaccion se traduce en un
incremento en el contenido de PNIPAAmM en el copolimero obtenido observandose que el
COPI-1-80N presenta la pérdida de masa mas importante entre 300 y 400 °C y el menor
contenido de residuo.

Los copolimeros sintetizados empleando la dosis mas alta de radiacibn gamma
estudiada (5 kGy) presentan pérdidas de masa mas definidas entre las distintas
composiciones, respecto a los termogramas obtenidos con menores dosis. EI COPI-5-80N,
con el mayor contenido en PNIPAAmM, muestra una caida de masa correspondiente al
alginato muy pequefia, alrededor del 4 % de la masa inicial, mientras que la pérdida
correspondiente al PNIPAAm supera el 80 % de la masa inicial. Por el contrario para el
COPI-5-50N la pérdida de masa debida al alginato representa aproximadamente un 26 %
mientras que la pérdida de masa debido al PNIPAAm es de aproximadamente un 20 %,

siendo el comportamiento del COPI-5-67N intermedio entre los dos extremos.

100
90—-
80—-
70—-

60

m (%)

50
40 4
30 4

20

10

T T T T T T T T T T T T T T T 1
0O 100 200 300 400 500 600 700 800
T(°C)

Figura 4.14. Cambios en la masa en funcion de la temperatura para los copolimeros sintetizados
con 5 kGy. Simbolos: (O) COPI-5-50N, (A) COPI-5-67N y (H) COPI-5-80N.
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Los termogramas de los copolimeros sintetizados por irradiacion permiten una buena
estimacion de la composicion aproximada de cada material a partir del andlisis de la primera
derivada de las curvas de masa en funcién de la temperatura. De ésta manera, en la Tabla
4.10 se presentan los valores de masa porcentual de alginato y PNIPAAmM estimados para
cada uno de los copolimeros. El residuo remanente a 700 °C se asocia al contenido de
alginato ya que para el PNIPAAmM el residuo obtenido a esa temperatura es inferior al 3 %.
Las curvas de la primera derivada de la masa y la integracion de las sefiales se presentan en
el Anexo II.

Los valores de composicion expresados en % molar de NIPAAm obtenidos para los
materiales sintetizados con distintas dosis de radiacion gamma presentan un incremento al
aumentar el contenido de NIPAAm en la mezcla de reaccién inicial. Nuevamente, el COPI-
5-80N presenta una composicion superior al 80 % molar de NIPAAmM esperado a partir de su

composicion en la mezcla de reaccion, corroborando el valor obtenido por anélisis

elemental.
Tabla 4.10. Composicion de los copolimeros sintetizados por irradiacion
obtenida a partir de TGA
] Area Area  Residuoa Masa n % molar
Polimero \ginato PNIPAAM ~ 650°C  total "9™© o NIPAAM
ALG 30,71 26,6 57,31 0,155 0,000 0,0
PNIPAAM 79,75 2,4 82,15 0,000 0,706 100,0

COPI-03-80N 19,86 26,23 29,45 7554 0,249 0,232 48,2
COPI-03-67TN 26,52 15,91 3363 76,06 0,304 0,141 31,7
COPI-03-50N 30,51 9,89 37,09 77,49 0,341 0,088 20,4
COPI-05-80N 15,85 47,02 1991 82,78 0,181 0,416 69,7
COPI-05-67TN 21,96 32,67 24,44 79,07 0,234 0,289 55,3
COPI-05-50N 24,87 33,88 24,07 82,82 0,247 0,300 54,8
COPI-1-80N 12,86 58,4 11,76 83,02 0,124 0,517 80,6
COPI-1-67N 22,13 35,15 23,63 8091 0,231 0,311 57,4
COPI-1-50N 25,06 26,34 2558 76,98 0,256 0,233 47,7
COPI-5-80N 3,66 81,06 4,89 89,61 0,043 0,717 94,3
COPI-5-67N 18,28 47,5 20,33 86,11 0,195 0,420 68,3
COPI-5-50N 25,76 20,1 31,21 77,07 0,288 0,178 38,2

En la Tabla 4.11 se comparan los resultados de composicion de los copolimeros
sintetizados obtenidos por 1H-NMR, analisis elemental y TGA. Se observa una muy buena
concordancia entre los valores de composicion obtenidos para los materiales sintetizados

con dosis entre 0,3 y 1 kGy. A través de las diferentes técnicas se observa que para una
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misma dosis de radiacion, el material presenta un mayor contenido de PNIPAAmM a medida
que aumenta el contenido de NIPAAm en la mezcla inicial de reaccion. A su vez, para las
mezclas de reaccidén con una composicion en NIPAAm de un 80 %, un incremento en la
dosis aplicada representa un aumento del contenido de NIPAAm en el copolimero obtenido.
No asi para las composiciones de 50 y 67 % molar NIPAAM en la mezcla inicial de
reaccion, donde 0,5 kGy pareceria ser mas efectivo para la copolimerizacion que 1 kGy.

Tabla 4.11. Composicion de los copolimeros sintetizados por irradiacion obtenida
a partir de las diferentes técnicas empleadas: 1H-NMR, analisis elemental yTGA

% molar de NIPAAmM

'H-NMR  Analisis elemental TGA
COPI-03-80N 38,0 39,2 48,2
COPI-03-67N 34,7 33,1 31,7
COPI-03-50N 22,3 13,1 20,4
COPI-05-80N 59,0 58,0 69,7
COPI-05-67N 58,1 49,6 55,3
COPI-05-50N 54,4 49,1 54,8
COPI-1-80N 80,5 79,2 80,6
COPI-1-67N 46,0 46,7 57,7
COPI-1-50N 40,3 39,7 47,7
COPI-5-80N 76,7 96,7 94,3
COPI-5-67N 83,7 73,0 68,3
COPI-5-50N 73,5 36,5 38,2

4.3.5. Caracterizacion térmica: determinacion visual de la temperatura de transicion

Para el estudio de la temperatura de transicion critica en solucion de los materiales
injertados por radiacion, se prepararon soluciones al 2 %m/m, las cuales fueron colocadas en
viales de vidrio incoloro que se sumergieron en un bafio de agua termostatizada. La
temperatura del agua se fijé inicialmente en 26 + 0,4 °C y fue incrementandose a razon de
1°C hasta alcanzar los 37 °C. En el rango de 30 a 33 °C, donde se esperaba estuviera la
transicidn, se incremento de a 0,5 °C observandose las soluciones a 30,5, 31,5y 32,5 °C. Se
optd por incrementar manualmente la temperatura, manteniendo la misma constante por un

tiempo superior a los 20 minutos para asegurar la homogeneidad térmica en todos los tubos.
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La temperatura del agua del bafio se midi6 con una termocupla empleando un medidor Digi-
Sense® Cole Parmer.

En la Figura 4.15 se muestran las fotografias de cada una de las soluciones de
copolimero, para cada una de las temperaturas ensayadas. Las soluciones presentaron
distintas tonalidades, dependiendo de la composicién del copolimero, observandose una
coloracion méas amarillenta en las soluciones cuyo copolimero poseia un mayor contenido de
alginato (-50N), para las cuatro dosis estudiadas. El alginato original tiene una coloracién
ambar-amarillenta la cual puede acentuarse por la formacién de dobles enlaces luego de la
escision de cadenas a causa de la irradiacion (Nagasawa y col., 2000).

El Gnico de los copolimeros que no formé una solucién homogénea fue el COPI-5-
80N, correspondiente al mayor contenido de NIPAAm y la mayor dosis; probablemente por
los motivos explicados previamente respecto a la formacion de entrecruzamientos que
disminuyen la solubilidad del mismo. En este caso se observo una fase liquida y una fase
gel hinchada insoluble.

En las imagenes de la Figura 4.15 puede observarse que los COPI-03-80N y 67N
comienzan a presentar una tenue turbidez blanquecina a los 31,5 °C atravesando la
temperatura de transicion con un aspecto lechoso alrededor de 32 °C. Para el caso del COPI-
03-50N la turbidez comienza a 32 °C, con un incremento paulatino de la opalescencia de la
solucion, pero no alcanza una apariencia completamente blanca como en los dos casos
anteriores. Para los COPI-05; las soluciones no presentan turbidez alguna a los 31,5 °C, pero
a los 32 °C la transicion se hace evidente con un aumento importante en la opalescencia de
cada una de las soluciones. El aspecto lechoso de las soluciones, completamente blancas,
impiden el paso de la luz indicando el colapso del PNIPAAm el cual se vuelve hidrofobo.

En el caso de los COPI-1-67N y COPI-1-50N, las soluciones se mantienen sin
cambios aparentes en los 31,5 °C, pero a los 32 °C, tienen un cambio apreciable. No ocurre
lo mismo con el COPI-1-80N que presenta la transicion a los 32,5 °C. Luego de la

temperatura de transicién las soluciones se vuelven blancas y no translucidas.
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Figura 4.15. Estudio térmico de las temperaturas de transicion para cada uno de los
copolimeros obtenidos al irradiar con dosis de 0,3; 0,5; 1; 5 KGy mezclas de reaccion con
80%, 67% y 50% de moles de NIPAAm.
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Los copolimeros COPI-5-80N y COPI-5-67N presentan una tenue turbidez alrededor
de 32 °C no asi el COPI-5-50N. A los 32,5 °C los tres materiales muestran una suave
opalescencia que se incrementa conforme aumenta la temperatura. Para el COPI-5-80N la
separacion de fases ocurre principalmente en el gel hinchado el cual precipita como un
material blanco y contraido.

Los valores de temperatura de transicion estimados a partir de esta caracterizacion se
presentan en la Tabla 4.12. La temperatura considerada como la de transicion es aquella
donde se observa el comienzo de la turbidez blanquecina, correspondiente a la redistribucion
espacial del PNIPAAmM para dejar expuestos al medio los grupos metilos hidréfobos.

Tabla 4.12. Temperaturas criticas de transicion en solucién de los copolimeros obtenidos por
radiacion gamma estimadas mediante turbidez

Copolimero 0,3 kGy 0,5 kGy 1 kGy 5 kGy
COPI-X-80N 31,5 32,0 32,5 32,0
COPI-X-67N 31,5 32,0 32,0 32,0
COPI-X-50N 32,0 32,0 32,0 33,0

Todos los copolimeros presentan una temperatura critica en solucion en el rango de
31,5y 33 °C no exhibiendo una marcada dependencia con la composicion. EI PNIPAAmM en
solucion, presenta un valor de LCST en el rango de 30 a 35 °C, siendo ésta una funcion de la
masa molar (Schild, 1992; De Mouray col., 2006).

4.4 Conclusiones

En este capitulo se estudio la sintesis de copolimeros alginato-g-NIPAAmM empleando
radiacién gamma de ®°Co, en vacio y a temperatura ambiente. Se eligieron cuatro dosis de
radiacion: 0,3, 0,5, 1 y 5 kGy y se estudiaron tres composiciones diferentes de
alginato/NIPAAm. La composicion de las mezclas de reaccion, expresadas en % moles de
NIPAAm fueron de 50, 67 y 80 %.

A partir de los resultados obtenidos por las distintas técnicas de caracterizacién, se
pueden enunciar las siguientes conclusiones:

e Para cada dosis de radiacion, un aumento en el contenido de NIPAAm en la mezcla
inicial de reaccion, produjo un mayor porcentaje de injerto a la cadena de alginato.
e Para la mayor concentracion de NIPAAm en la mezcla inicial a irradiar (80 %), el

aumento de la dosis produce un mayor injerto de PNIPAAm en los copolimeros. Por el
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contrario, para la menor concentracion (50 %) el grado de injerto disminuyo para las

mayores dosis estudiadas (1 y 5 kGy).

Esto implica entonces que, aumentando la dosis de radiacion, aumenta el grado de

injerto con el aumento en el contenido de NIPAAm en la mezcla de reaccion inicial.

e La copolimerizacion por irradiacion presenta una buena eficiencia de injertos,
aumentando la cantidad disponible de mondmero a injertar y/o la dosis de radiacion,
dentro del rango de concentraciones y dosis estudiada.

e Las temperaturas de transicion de soluciones acuosas al 2 % de los copolimeros
presentaron temperaturas criticas de transicion en el rango de 31,5 a 33 °C. Por debajo
de 31 °C las soluciones fueron transparentes y por encima de la temperatura de
transicion, las soluciones mostraron la opalescencia caracteristica del colapso
hidrofobico de las cadenas de PNIPAAmM. Para la mayor dosis aplicada (5kGy) y la
mayor concentracion de NIPAAmM (80 %) en la mezcla de reaccion inicial, el
precipitado de aspecto blanco lechoso uniforme, fue indicativo visual del mayor
contenido de NIPAAm en este copolimero, confirmando las conclusiones obtenidas
por otros métodos de caracterizacion.

e La optimizacion de las variables de proceso como dosis, velocidad de dosis,
composicion de la mezcla inicial de reaccion, pueden conducir con relativa facilidad a
la obtencion de copolimeros con buenas propiedades de acuerdo a la aplicacion
requerida.

Practicamente todos los copolimeros obtenidos presentaron importantes grados e
hinchamiento en solucion fisiologica y respuesta a los cambios de temperatura por lo que
fueron empleados en los ensayos preliminares de liberacion de principios activos (Capitulo
6).
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Capitulo 5 - Polimeros Termosensibles Aminoterminados y sus Copolimeros con Alginato de Sodio

5.1 Introduccién

Las reacciones de polimerizacion que se llevan a cabo utilizando el método de
"Grafting Onto™ implican la modificacién de la cadena principal para introducir grupos
funcionales capaces de reaccionar con polimeros que presentan un final de cadena
activo. Los copolimeros obtenidos de ésta manera presentan una estructura definida ya
que pueden caracterizarse de manera individual los polimeros de partida, conociéndose
entonces la longitud de las cadenas laterales asi como el nimero de cadenas injertadas.
Puede lograrse una baja polidispersion aunque la posicion de las cadenas injertas sera
aleatoria a lo largo de la cadena principal (Pitsikalis y col., 1998).

La estructura quimica del alginato de sodio contiene grupos carboxilicos en cada
unidad monomérica del mismo, esto representa una ventaja ya que pueden dar lugar a
reacciones de condensacion con grupos tales como amidas o alcoholes, generando
amidas o esteres, respectivamente. Por otra parte la telomerizacion del mondmero
NIPAAmM a partir del uso de hidrocloruro de aminoetanotiol (AET, HCI) ha sido un
método de amplio uso para dar lugar a PNIPAAmM amino-terminado (Kaneko y col.,
1998; Durand y Hourdet, 1999; Bokias y col., 2001; Ju y col., 2001; Kim y col., 2002;
Deng y col., 2008; Vasile y Nita, 2011). A su vez la copolimerizacion del NIPAAm con
otros mondémeros de mayor o menor hidrofilicidad, producen un desplazamiento hacia
mayor o menores valores de su temperatura critica de transicion (Feil y col., 1993;
Ozturk y Okay, 2002; Debord y Lyon, 2003; Gibbons y col., 2006).

En este capitulo se presenta la sintesis y caracterizacion de polimeros
termosensibles, PNIPAAM-NH; y P(NIPAAmM-co-NTBAAmM)-NH,, y sus respectivos
copolimeros de injerto con alginato; la sintesis utilizada implica la reaccion de
condensacion entre los grupos amino y los grupos carboxilicos presentes en el

polisacarido.

5.2 Polimeros amino-terminados, PNIPAAM-NH>

En el capitulo 2 se describi6 el mecanismo de reaccidn que presenta la reaccién de
telomerizacion para la obtencion de PNIPAAmM aminoterminado. Dicha reaccion
presenta una iniciacion radicalaria a partir de persulfato de amonio que activa el agente
de transferencia de cadena (ATC); el hidrocloruro de aminoetanotiol. Asi, la
polimerizaciébn comienza y se propaga consumiendo los monémeros NIPAAM.

Finalmente se da la recombinacién de los radicales.
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5.2.1 Materiales

El monomero, N-isopropilacrilamida (NIPAAm), fue provisto por ALDRICH y
empleado sin tratamiento previo. El persulfato de amonio (APS) también de ALDRICH,
fue utilizado como iniciador y el hidrocloruro de aminoetanotiol (AET, HCI) obtenido
de Alfa Aesar, como agente de transferencia de cadena.

Se utiliz6 alginato de baja viscosidad provisto por Alfa Aesar, con una relacién
monomérica M/G = 2,2, estimada a partir del espectro de resonancia magnética nuclear
de proton (*H-NMR) en base a lo expuesto en la literatura (Gomez y col., 2007;
Salomonsen y col., 2009), ver Anexo II.

5.2.2 Sintesis de polimeros amino-terminados: PNIPAAmM-NH,

Para la obtencion del PNIPAAmM-NH, se empled el esquema de reaccion
propuesto por Durand y Hourdet (1999), descripto en el capitulo 2. Inicialmente, una
solucion acuosa conteniendo 10 g de NIPAAm (0,088 mol) se purgd durante 30 min con
burbujeo de argon. Posteriormente se agrego el iniciador, persulfato de amonio (APS), y
el agente de transferencia de cadena, AET, disueltos en agua. Las cantidades de APS y
AET fueron calculadas en funcion de la masa molar de polimero deseada. Se trabajo
con una concentracion 1,0 M de NIPAAm en el volumen final de reaccion. La mezcla
de reaccion se burbujed con argén durante 30 minutos luego de la adicidn del iniciador
y del agente de transferencia y se mantuvo bajo atmosfera inerte durante todo el tiempo
de reaccion. La polimerizacion se llevd a cabo a durante 24 horas, a temperatura
ambiente y con agitacion continua. Una vez finalizada la reaccion de polimerizacion se
colocd la solucion en una membrana de dialisis (corte: 12 kDa) para extraer el NIPAAmM
no reaccionado. Finalmente, la solucion se liofilizo para obtener el PNIPAAmM sélido.

Mediante esta técnica se sintetizaron dos PNIPAAmM-NH, con distintos pesos
moleculares variando la cantidad de AET agregado a la mezcla de reaccion (Tabla 5.1).
Las cantidades utilizadas se basaron en los resultados obtenidos por Durand y Hourdet

(1999) en la sintesis de PNIPAAmM-NH, de distintos pesos moleculares.
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Tabla 5.1- Sintesis de PNIPAAmM-NHo.

NIPAAmM AET* APS*
Muestra
9 (mol%) (mol%)
PNIPAAmM-L 10,009 2,5 2
PNIPAAmM-H 10,001 1 2

* Respecto al ndmero de moles de NIPAAm.

5.3 Copolimeros P(NIPAAmM-co-NTBAAM)-NH,

La copolimerizacion de los monémeros NIPAAm con los monémeros NTBAAmM
de mayor hidrofobicidad permite desplazar a menores valores la temperatura de
transicion critica del material obtenido respecto al del homopolimero PNIPAAm. (Feil y
col., 1993; Ozturk y Okay, 2002; Debord y Lyon, 2003; Gibbons y col., 2006). De esta
manera la copolimerizacion se vuelve una herramienta util para la modificacion de la

LCST del polimero termosensible y su posterior aplicacion

5.3.1 Materiales

En la sintesis de copolimeros P(NIPAAmM-co-NTBAAmM)-NH; se emplearon los
mismos reactivos utilizados para la sintesis de P(NIPAAmM)-NH, (ver inciso 5.2.1)

agregando el mondmero N-tert-butilacrilamida (NTBAAM) provisto por Alfa Aesar.

5.3.2 Sintesis de copolimeros P(NIPAAmM-co-NTBAAmM)-NH;

Para la sintesis de estos copolimeros se siguid el procedimiento descripto para la
sintesis de PNIPAAmM-NH; (ver inciso 5.2.2). Debido a la hidrofobicidad del monémero
NTBAAm, se utilizé una mezcla de agua/dioxano (50/50) como solvente de reaccion.
Se prepard una solucién disolviendo NIPAAm y NTBAAmM, en una relacion molar
85/15, con una concentracion del 10% m/v la cual se purgé durante 30 min con
burbujeo de argon (Tabla 5.2). Dado que las constantes de reactividad de ambos
mondmeros son similares se obtiene un copolimero al azar donde se observan bloques
PNIPAAM-PNIPAAmM, PNIPAAM-NTBAAM y NTBAAmM-NTBAAm, siendo la
composicion del copolimero la dada por los monémeros en la mezcla de reaccion

inicial. Un esquema del copolimero obtenido se presenta en la Figura 5.1.
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Tabla 5.2- Sintesis del copolimero P(NIPAAmM-co-NTBAAM)-NH..

Muestra NIPAAm  NTBAAm  AET* APS*
(@) (@) (mol%) (mol%)
P(NIPAAM-co-NTBAAM) 5,010 0,9917 1 2

* Respecto al ndmero de moles de mondmeros totales.
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CH,
Figura 5.1- Estructura del copolimero P(NIPAAmM-co-NTBAAmM).

5.4 Caracterizacion de los polimeros termosensibles
5.4.1 Titulacion potenciométrica de los grupos -NH, terminales

La masa molar promedio en numero de los polimeros obtenidos se determino
mediante la cuantificacion de grupos terminales (Gupta y col., 2011). En las titulaciones
de los grupos amino terminales se utiliz6 HCI 0,007 M como agente titulante, luego de
haber sido valorado con una solucion estandar de NaOH (0,095 M). Las soluciones a ser
valoradas contenian una masa conocida de polimero (~ 0,25 g) en 10 mL de H,O. A
dicha solucion se agregd un pequefio exceso de una solucion de NaOH M 0,10 M (base
fuerte), para asegurar que el pH de la solucion fuera elevado (pH > 11) y que todos los
grupos aminos estuvieran desprotonados. EI método de titulacion acido-base permite la
determinacion del nimero de moles de grupos NH, terminales en la muestra, lo que es
igual al nidmero de moles de cadenas. De esta manera, se determin6 la masa molar
promedio en namero de los polimeros PNIPAAmM-NH, y P(NIPAAmM-co-NTBAAmM)-
NH; sintetizados.

La titulacion empleada puede describirse en tres etapas. Inicialmente se realiza la
titulacion de los grupos oxhidrilos en exceso por el agregado de la solucion de NaOH.
El pH del medio disminuira a medida que estos grupos basicos sean consumidos por el

agregado de acido. En una segunda etapa, los protones que se adicionan al medio
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permiten la protonacion de los grupos amino terminales, observandose una disminucion
mas pronunciada del pH. Finalmente, la tercera etapa se alcanza cuando el agregado de
acido genera una caida brusca del pH por la presencia de iones hidrogeno libres en
solucion, una vez que todos los grupos aminos han sido protonados.

En la segunda etapa queda descartada la protonacion del nitrégeno que forma la
amida ya que, las amidas son débilmente bésicas, debido a la interaccibn mesémera
entre el doble enlace carbonilico y el par de electrones del &omo de nitrégeno, segun se
observa en la Figura 5.2. La carga positiva parcial que resulta sobre el atomo de
nitrégeno disminuye su basicidad y la protonacion de las amidas, que sélo tiene lugar de
manera significativa en condiciones fuertemente &cidas, ocurre sobre el dtomo de
oxigeno, ya que asi la carga del cation resultante queda deslocalizada.

‘&(IDI . M 7
R—C—N

<> R c—|\|+/H
~h ~y

Figura 5.2. Deslocalizacion de la carga en los grupos aminos.

Las Figuras 5.3, 5.4 y 5.5 presentan las graficas obtenidas en las titulaciones de
los tres polimeros termosensibles sintetizados. En éstas, se presenta la variacion del pH
de la solucion de polimero a medida que se adiciona HCI (Vpcy). Por otra parte, se
presentan como inserto en cada figura, la derivada del pH en funcién del volumen de
HCI agregado, observandose los dos puntos de equivalencia tomados como referencia
para calcular los mL consumidos para la protonacion de los grupos amino terminales. El
primer punto de equivalencia corresponde a la neutralizacion del exceso de NaOH,
mientras que el segundo punto de equivalencia, claramente observado en el pico agudo
de la derivada, corresponde al total de grupos béasicos presentes en la solucion (NaOH y

NH; terminales del polimero).
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Figura 5.3. Curva de titulacion de los grupos amino terminales del PNIPAAmM-L.
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Figura 5.4. Curva de titulacion de los grupos amino terminales PNIPAAmM-H.
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Figura 5.5. Curva de titulacion de los grupos amino terminales del P(NIPAAm-co-
PNTBAAM).

En la Tabla 5.3, se presentan los datos utilizados para el calculo de la masa molar
promedio en numero obtenida para cada uno de los polimeros sintetizados utilizando la

ecuacion 5.1.

Mn — Mpolimero (51)

NNH,

Tabla 5.3- Masa molar promedio en nimero de los polimeros amino-terminados sintetizados.

Polimero Meaim. (0) Vel 0.007m N NH2 M
(mL) (moles) (g/mol)
PNIPAAmM-L 0,2499 8,2 5,74 10° 4.400
PNIPAAmM-H 0,2508 2,2 1,54 10° 16.300
P(NIPAAmM-co-NTBAAmM) 0,2504 3,1 2,17 10° 11.500
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5.4.2 Caracterizacién quimica empleando espectroscopia de *H-NMR

La caracterizacion por *H- NMR de los polimeros aminoterminados se llevé a
cabo en agua deuterada, usando un espectrometro Bruker Avance DPX 400 MHz
(Universidad de Patras, Patras, Grecia). Los ensayos se realizaron a temperatura
ambiente. La composicidon monomérica del copolimero P(NIPAAm-co-NTBAAmM) se
calculé a partir del area de integracion de las sefiales observadas en los espectros de *H-
NMR, tal como se reporta en la literatura (Gibbons y col., 2006). EIl contenido del
mondmero NTBAAmM se determind a partir de la relacion de areas de las sefiales de los
hidrégenos metilicos del NIPAAmM (9 H) y del TBAAm (12 H), resonancias a 6y ~ 0,78-
2,18 ppm en relacion al area de la sefial propia del monémero NIPAAm del hidrégeno
N-CH observado a un desplazamiento 64 ~ 3,78-4 ppm, Figura 5.6.

—390
—202
—157
—132
—114

6~158 6~2 &~1,58 8§~2

%CHQQHJFCO_(CHZ?HQ——
GO -0
3.9 0y W
o~ 2.7 o HaC-C-CHa
H3C CH3 )

3.6 3.2 2.8
f1 (ppm)

Figura 5.6. Espectro "H-NMR para el copolimero P(NIPAAM-co-NTBAAM)-NH,.

Los célculos realizados para la determinacion de la composicion del copolimero
se detallan a continuacion:

En primer lugar se establece la relacion entre el area integrada de las sefiales que
corresponden al hidrogeno del C-H en el NIPAAm, & = 3,9 ppm, respecto al area de las

sefiales entre & ~ 0,78-2,18 ppm correspondiente a todos los hidrogenos metilicos
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presentes en ambos mondmeros, a partir de los valores de integracion en la Figura 5.4,
se plantea

1 H NIPAAm _1HNIPAAM 1 00898
9 H NIPAAm + 12 H NTBAAm 21 H Totales 11,14

Despejando la ecuacion anterior se establece una relacion entre el nimero de

mondmeros de NIPAAmM y el nimero de mondmeros de NTBAAm dentro del
copolimero.

NIPAAm = 0,0898 X 9 NIPAAm + 0,0898 X 12 NTBAAmM
(1 —-0,0808)NIPAAm = 1,078 NTBAAm
0,192 NIPAAm = 1,078 NTBAAm
NIPAAm = 5,615 NTBAAm

Ademas, la sumatoria total de monomeros tiene que ser igual al entero,
NIPAAm + NTBAAm =1
6,615 NTBAAm =1

Obteniéndose una composicion, que puede ser tomada como composicion molar
de cada uno de los reactivos. Siendo,

NTBAAm = 0,151
NIPAAm = 0,849
El resultado serd expresado en porcentajes molares, tal que la composicion

represente los moles de mondémeros de NTBAAmM (o NIPAAm) por 100 moles de
monomeros totales. La composicion obtenida entonces es,

NTBAAm = 15,1 %
NIPAAM = 84,9 %

Para los calculos que seguirdn en este capitulo fue necesario estimar un valor de

masa molar promedio de la unidad repetitiva, la cual fue estimada a partir de su
composicion:

MNIPAAm = 113,16 g/mol
MNTBAAm = 127,18 g/mol

Myipaam—co-ntBAam) = 113,16 * 0,849 + 127,18 * 0,151 = 115,28 g/mol
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5.4.3 Caracterizacion téermica empleando TGA.

El andlisis termogravimétrico de las muestras se realizd utilizando un equipo
Discovery TGA™. Se registré la variacion de masa en el rango de 30 a 800 °C a una
velocidad de calentamiento de 10 °C/min y con una caudal de nitrdgeno gaseoso de 40
mL/min.

En los capitulos anteriores se presentdé el termograma correspondiente al
homopolimero P(NIPAAmM), observandose una pérdida de masa inicial debido a la
humedad de la muestra hasta los 160 °C y luego una caida abrupta en la masa en el
rango de temperatura de 350-400 °C, correspondiente a la degradacion del PNIPAAmM,
quedando a 650°C un residuo inferior al 5 % de la masa inicial.

El termograma para el copolimero P(NIPAAmM-co-NTBAAmM), arrojo los mismos
resultados, situacion esperable debido a la semejanza quimica de los mondémeros que lo

componen (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Termograma obtenido para el copolimero P(NIPAAM-co-NTBAAmM).

5.5 Copolimeros de injerto, alginato-g-PNIPAAm vy alginato-g-P(NIPAAmM-co-
NTBAAmM)

Los copolimeros de injerto se obtuvieron mediante la reaccion de condensacion entre
los grupos carboxilo del alginato y los amino terminal de los polimeros termosensibles
previamente sintetizados. La copolimerizacion se llevo a cabo utilizando EDC como

agente de acoplamiento. EI mecanismo de reaccion fue descripto en el capitulo 2. Estos
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copolimeros permiten incorporar al alginato, el cual es un material biodegradable y no
toxico, cadenas laterales de polimeros termosensible. De ésta manera se logra, por
combinacion de sus propiedades individuales, obtener un material de estructura
biodegradable que presente un comportamiento de estimulo-respuesta frente a cambios
en la temperatura del entorno (Zhang y col., 2009).

5.5.1 Materiales

En la sintesis de los copolimeros de injerto se emplearon los polimeros amino-
terminados PNIPAAM-NH; y P(NIPAAmM-co-NTBAAmM)-NH; previamente descriptos,
alginato de sodio de baja viscosidad provisto por Alfa Aesar, con una relacion M/G =
2,2 (estimada a partir del espectro de resonancia magnética nuclear de proton (*H-
NMR) en base a lo reportado en la literatura (Gomez y col., 2007; Salomonsen y col.,
2009) segun se indica en el Anexo I1) e hidrocloruro de 1-(3.dimetilamino)propil-3-etil
carbodiimida (EDC) obtenido de Alfa Aesar.

5.5.2 Sintesis de los copolimeros (alginato-g-PNIPAAM)

Para llevar a cabo la reaccion de acoplamiento se prepar6 una solucidn acuosa de
alginato 1,5 %m/m. A ésta solucion se le afiadié el PNIPAAm previamente disuelto y la
mezcla se dejo bajo agitacion al menos 30 minutos con el fin de homogeneizarla. La
cantidad de alginato y PNIPAAm utilizados fue 4 g y 1 g respectivamente, dichos
valores corresponden a una relacién en porcentaje molar de unidades repetitivas de
69,5/30,5. Los detalles de las sintesis llevadas a cabo se resumen en la Tabla 5.4. El
EDC disuelto en una pequerfia cantidad de agua se afiadio, en tres oportunidades al inicio
de la reaccion, a las 8 horas y a las 20 horas del primer agregado y la reaccién se dejé
proceder bajo agitacion durante 4 dias, a temperatura ambiente. La cantidad afiadida
cada vez vario entre 0,1 y 0,15 g, siendo la cantidad total agregada la necesaria para
asegurar un exceso de agente de acoplamiento respecto a la cantidad de cadenas de
PNIPAAmM-NH, presentes en la mezcla de reaccion. Una vez finalizada la reaccion la
mezcla se liofilizé y el producto sélido obtenido se lavé con metanol en soxhlet durante
al menos 30 horas, para eliminar el PNIPAAmM-NH; no reaccionado. Finalmente se dejo

secar bajo campana.
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5.5.3 Sintesis del copolimero alginato-g-P(NIPAAmM-co-NTBAAM)

Para llevar a cabo la reaccion de acoplamiento entre el alginato y el copolimero
P(NIPAAmM-co-NTBAAmM)-NH, fue necesario una modificacion al proceso descripto en
5.5.2. Debido a la hidrofobicidad del copolimero, se utiliz6 como solvente de reaccion
una mezcla de agua/dioxano. En este caso, se eligié una composicion 65 % de agua, 35
% de dioxano, siendo la mezcla con mayor contenido de dioxano que permitio a la vez
una buena solubilizacién del alginato. Ademas, el balén que contenia la mezcla de
reaccion se sumergié en un bafio de agua a 20 °C para asegurarse estar por debajo de la
LCST del polimero termosensible.

La mezcla de reaccién consistio en una relacion 4:1 en gramos de alginato y
P(NIPAAmM-co-NTBAAM)-NH, (Tabla 5.4), dichos valores corresponden a una relacion
en porcentaje molar de unidades repetitivas de 70/30. La extraccion del polimero no
reaccionado se realizd de igual manera con metanol en un equipo soxhlet, ya que el
metanol es también un buen solvente para el copolimero P(NIPAAmM-co-NTBAAmM)-
NH..

La Tabla 5.4 presenta las condiciones de sintesis de los tres copolimeros
obtenidos en éste capitulo. Su nomenclatura se basa en las tres letras COP seguidas de
otra letra que representa su estructura molecular del polimero termosensible injertado,
siendo COP-L el copolimero de injerto con el PNIPAAmM de bajo peso molecular
(PNIPAAmM-L), COP-H el copolimero alginato-g-PNIPAAmM-H y COP-C el copolimero
obtenido por el injerto del copolimero P(NIPAAmM-co-NTBAAmM) sobre el alginato.

Tabla 5.4. Sintesis de copolimeros de injerto

Polimero Materiales de partida Solvente Meoc
(9)
Maiginato ()  Mpenipaam-L () Agua 1°0,137
COP-L 2° 0,138
4,007 1,001 tridestilada —
3°0,137
Maiginato ()  MenipAAm-H (Q) Agua 1°0,102
COP-H 2°0,101
4,001 1,002 tridestilada —
3°0,100
m _co- . 1° 0,100
cop.c  MAsinao (@) FipAATe Agua/Dioxano _—_
B NTBAAm) (0) 65/35 2°0,111
2,4021 0,6027 3°0,101
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5.6 Caracterizacion de los copolimeros de injerto
5.6.1 Caracterizacion quimica empleando espectroscopia de *H-NMR

La composicion de los copolimeros de injerto: COP-L, COP-H y COP-C se obtuvo a
partir de la integracién de las sefales caracteristicas en los espectros de NMR; los
espectros respectivos junto con los calculos realizados se presentan en el Anexo II.

Los valores estimados para dichas composiciones se presentan en la Tabla 5.5. Los
mismos muestran una buena correspondencia entre la composicién obtenida y la de la

mezcla de reaccion.

Tabla 5.5. Composicion de copolimeros de injerto calculada a partir ‘H-NMR

% molar % molar
Copolimero )
NIPAAM alginato
COP-L 28,0 72,0
COP-H 34,7 65,3
COP-C 27,0 73,0

5.6.2 Caracterizacion quimica empleando FTIR

Los espectros infrarrojos con Transformada de Fourier (FTIR) se registraron en un
espectrofotometro Nicolet 520 por la acumulacion de 30 barridos, con una resolucion de
4 cm™. Las muestras fueron preparadas en peliculas y en pastillas de KBr. Las peliculas
o films a partir del método de casting (evaporacion del solvente) y las pastillas de
bromuro de potasio, utilizando concentraciones de 1 %m/m de copolimero.

En la Figura 5.8 se presentan los espectros FTIR para alginato, PNIPAAmM-L y el
copolimero de injerto obtenido, COP-L. Los espectros se encuentran desplazados en el
eje de las abscisas para poder observar la correspondencia entre las sefiales de cada
polimero.
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Figura 5.8. Espectros FTIR obtenidos para el alginato (inferior), el homopolimero PNIPAAmM-L
(medio) y el copolimero de injerto COP-L (superior).

El alginato presenta sefiales caracteristicas a 3400 cm™ debido a los grupos
oxhidrilos (vo.), a 2928 cm™ aparece la vibracion de los enlaces C-H (v.cy.) y en 1609
y 1413 cm™ se observan dos fuertes picos atribuidos al estiramiento asimétrico y
simétrico de los grupos carboxilicos (vV* coo-; v* coo.). En el rango de longitudes de
ondas comprendido entre 1050 y ~1200 cm™ se observan las sefiales correspondientes a
las vibraciones simétricas y asimétricas de los enlaces C-O-C (vc.o.c; v*°c.o.c) propias
de los anillos de azicares. A 1300 cm™ aparece una banda débil de la vibracion del
enlace C-O (vco). Para el PNIPAAmM-L las bandas a 2972 cm™ y 2870 cm™
corresponden a las vibraciones simétricas y asimétricas de los grupos metilos (vchs;
v¥cha), respectivamente. La banda a 2933 cm™ también corresponde al enlace metilo
(vchs). La banda tipica amida I (vc=o) Se presenta a 1657 cm™ y la amida IT (8nn) @
1547 cm™. Las bandas de deformacion asimétrica y simétrica de los grupos geminales
se observan como una sefial débil a 1460 cm™ (8%cns) y un doble pico a 1377 cm™
(8°cha).

En el espectro FTIR obtenido para el COP-L las bandas de absorcion
caracteristicas del alginato son facilmente observadas, mientras que las bandas tipicas

para el PNIPAAmM son menos pronunciadas. Por ejemplo, la sefial amida Il (8n-4) a 1535
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cm™ aparece como un hombro de la banda de amida | (vc=o) se presenta a 1657 cm™. A
su vez esta Ultima se superpone con la sefial de los grupos carboxilicos del alginato. El
pico a 2969 cm™ debido a la vibracion del grupo metilo (vcs) se observa como un pico

individual adyacente a la banda correspondiente a los C-H (vc.y) del alginato.
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Figura 5.9. Comparacion de espectros FTIR obtenidos para los copolimero de injerto COP-L
(inferior) y COP-H (superior).
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Figura 5.10. Comparacion de espectros FTIR obtenidos para los copolimero de injerto COP-L
(inferior y COP-C(superior).

En las Figuras 5.9 y 5.10, se comparan los espectros obtenidos para el COP-H y
COP-C frente al espectro del COP-L, respectivamente. La similitud en los espectros es

la esperada debido a que la estructura de los tres copolimeros es equivalente en grupos
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funcionales y en composicion. Se realiz6 una comparacion entre la altura de dos picos
en cada uno de los espectros, los picos elegidos aparecen a 2972 cm™ propio de los
grupos metilicos (vcrs) de los monémeros NIPAAm y NTBAAm y a 1413 cm™
correspondiente a la vibracion v° coo. en el alginato. De las relaciones obtenidas (Tabla
5.6) puede concluirse que mediante FTIR practicamente no se observan diferencias en

cuanto a la composicién de los tres copolimeros de injerto sintetizados.

Tabla 5.6. Relacion de alturas de picos caracteristicos dentro del espectro FTIR.

Polimero A 2972 em-1 A 1413cm1 A 2972 cm-1/ A 1413 em-1
COP-L 0,558 0,945 0,59
COP-H 1,599 2,882 0,55
COP-C 0,659 1,409 0,47

5.6.3 Caracterizacion térmica empleando TGA

La caracterizacion térmica de los copolimeros de injerto se realiz6 en las mismas
condiciones que los polimeros amino-terminados sintetizados, atmosfera de nitrogeno
(40 mL/min) con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min en un equipo Discovery
TGA™. Los termogramas obtenidos se presentan en la Figura 5.11. En ellos se
observan claramente tres etapas que implican pérdida de masa y que permiten analizar
caracteristicas propias de estos copolimeros de injerto.

La primera etapa, correspondiente a la deshidratacion de la muestra se extiende
hasta aproximadamente los 150 °C, la segunda pérdida de masa observada corresponde
a la degradacion del alginato en el rango de temperaturas entre 200 y 300 °C.
Finalmente, la pérdida de masa que aparece a ~350 °C se asocia a la degradacién del
polimero termosensible (PNIPAAmM o P(NIPAAmM-co-NTBAAmM). La segunda etapa de
degradacion de los copolimeros esta en acuerdo con la composicion de los mismos

(aproximadamente un 70 mol% de alginato).
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Figura 5.11. Termogramas obtenidos para los copolimeros de injerto: Simbolos: (@) COP-L,
(O) COP-H y (H) COP-C.

Para el calculo de la composicion de cada copolimero se empleo la derivada de la
masa en funcion de la temperatura. A partir de la integracion del area de los picos
correspondientes a las degradaciones propias de cada componente se logré hacer una
relacion de masas entre el alginato y el polimero injertado. Los calculos se resumen en
la Tabla 5.7.

Tabla 5.7. Composicidn calculada a partir de TGA.

Area  AreaP. Residuo Masa Moles MolesP. % molar % molar P.

Polimero alginato Termos. a 650°C total alginato Termos. alginato Termosensible
COP-L 320 14,9 325 794 0,326 0,132 71,2 28,8
COP-H 33,2 14,5 32,7 80,4 0,333 0,128 72,2 27,8
COP-C 358 14,6 32,7 831 0,346 0,129 72,9 27,1

Los valores obtenidos por TGA para la composicion molar de los copolimeros
sintetizados corroboran los valores obtenidos a partir de la espectroscopia de *H-NMR.
Se obtuvieron valores altamente comparables entre si los cuales estan a su vez en
concordancia con la composicion inicial de los polimeros empleados en la sintesis de

los mismos.
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5.6.4 Determinacion de la temperatura critica en solucion: determinacion del
punto de nube

Las interacciones hidrofdbicas entre las cadenas del PNIPAAmM se vuelven mas
importantes con el aumento en la temperatura, resultando en la formacion de extensos
agregados los cuales provocan la disminucion de la transmitancia de luz dando lugar a
una temperatura critica (Tcp) denominada punto de nube (cloud point). Estos agregados
moleculares se producen en mayor proporcién si las cadenas del polimero son mas
largas por lo que la temperatura critica 0 punto de nube se observa a menores
temperaturas. La T, disminuye con el incremento de la masa molecular del polimero.
Con el aumento del grado de polimerizacion aumentan tanto la frecuencia de colision
como la probabilidad de adhesién de los segmentos hidrofébicos. Asi, los agregados
ocurren a menores temperaturas, es decir, se observa una disminucion en los puntos de
nube (Pamies y col., 2009).

La transicion de fase que experimentan los polimeros sintetizados, en soluciones
acuosas, se estudid a partir de mediciones de transmitancia Optica a una longitud de
onda de 490 nm en una celda de cuarzo de 1 cm de espesor utilizando un
espectrofotometro Hitachi U-200. Se emplearon soluciones 0,1 %m/m de los polimeros
y como referencia se empled agua deionizada. Se midié la transmitancia de las
soluciones en funcion de la temperatura a una velocidad de calentamiento de 1 °C/min y
se calculd el punto de nube como la temperatura a la cual se presenta el punto de
inflexion en la curva de transmitancia en funcion de la temperatura. Los valores
iniciales de transmitancia medidos se encontraron por encima del 90 % y el punto de
nube implicé una marcada reduccion en dicho valor (Yoo y col.,, 1997; Yin y col.,
2006). Para algunas muestras el punto de nube obtenido por espectrofotometria fue
confirmado por dispersion de luz estatica (SLS) en un equipo Brookhaven empleando
un laser He-Ne (632,8 nm) y un goniémetro BI-200SM con control de temperatura.

En la Tabla 5.8 se presentan los valores de temperatura critica (puntos de nube)

obtenidos a partir de medidas de transmitancia.

Tabla 5.8. Temperatura de punto de nube obtenida mediante transmitancia de luz a 490 nm

Polimero Te (°C) | Copolimeros de injerto Tg, (°C)
PNIPAAmM-L 36 COP-L 37
PNIPAAM-H 35 COP-H 35
P(NIPAAM-co-NTBAAM) 26 COP-C 27
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Los polimeros basados en PNIPAAmM son termosensibles y se espera que
presenten una menor T, a medida que aumenta la masa molar o se incorporan en la
cadena mondmeros hidrofobicos (Debord y Lyon, 2003; Pamies y col., 2009). La
temperatura de transicion o punto de nube es independiente de la concentracion de la
solucion y de la longitud de cadena para polimeros de PNIPAAmM con altas masas
molares (Otake y col., 1990; Schild y Tirrell, 1990). Por el contrario, polimeros con baja
masa molar presentan una temperatura de punto de nube que es funcidon de la
concentracion y del largo de cadena (Boutris y col., 1997; Pamies y col., 2009).

Para masas molares de PNIPAAmM mayores a 50.000 g/mol y concentraciones en
el rango de 0,01 a 1 %m/m, fue observado que la LCST presentada por las soluciones
acuosas y consecuentemente su T, son independientes de la masa molar del polimero
estudiado asi como de la concentracion de esté en la solucion (Fujishige y col., 1989)

Los homopolimeros PNIPAAmM-H y PNIPAAmM-L presentaron temperaturas de
punto de nube de 35y 36 °C las cuales estdn en muy buen acuerdo con las reportadas en
la literatura para este polimero (Schild, 1992; de Moura y col., 2006). Por otra parte el
copolimero P(NIPAAmM-co-NTBAAmM), conteniendo un 15 mol% de NTBAAmM,
presentd una temperatura de punto de nube de 26 °C lo cual es 10 °C menor que el
PNIPAAmM-H de similar masa molar. Esta disminucion en la temperatura de transicion
se debe al mayor namero de segmentos hidrofébicos presentes en la molécula debido a
la introduccion del mondémero NTBAAm. La LCST depende de un balance
hidrofobico/hidrofilico dentro del polimero y en consecuencia se ve modificado por la
incorporacion de monomeros hidrofobicos como es el caso del NTBAAm (Debord y
Lyon, 2003).

Los valores observados de T, para los copolimeros de injerto basados en alginato
son coherentes con las T, de los polimeros termosensibles injertados en cada caso. El
aumento en un grado en alguno de los casos pudiera justificarse desde dos puntos de
vista. Por un lado, la solucion del copolimero de injerto posee una concentracion de
PNIPAAmM o P(NIPAAmM-co-NTBAAmM) menor a 0,1 %, con lo cual es razonable que la
T¢, aumente al disminuir la concentracion. Por otro lado, el alginato debido a su caracter
hidrofilico hace que la transicion ocurra a una mayor temperatura. De todos modos la
diferencia observada esta dentro del error experimental asociado a la medicion.

La Figura 5.12 muestra las curvas obtenidas por turbidimetria y SLS para el
polimero PNIPAAM-L, el copolimero de injerto COP-L y una mezcla fisica de alginato

y PNIPAAmM-L de composicién equivalente a la del copolimero (4:1 en masa).
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Inicialmente, a baja temperatura, las soluciones se presentan transparentes y
traslucidas, las moléculas en solucion tienen dimensiones tales que permiten el paso de
la luz con una baja dispersion. Cuando se alcanza la temperatura de transicion y se
produce el punto de nube la transmitancia decrece abruptamente y la intensidad de luz
dispersada es diez veces mayor que su valor inicial. A la T, tiene lugar la transicion de
fase y la agregacion de las moléculas es la responsable del incremento en la dispersion y
de la disminucion en la transmitancia. Los copolimeros de injerto presentan, debido a la
presencia del alginato, un cambio menos abrupto al alcanzar la T, dado que la
copolimerizacion atenGa la respuesta frente a la temperatura debido a una modificacion
en el balance hidr6fobo/hidrofilo.

En la Figura 5.12, puede observarse que el comportamiento de la mezcla fisica es
similar al del PNIPAAmM-L, presentando no sélo una marcada caida de la transmitancia
en la temperatura de transicion, sino también un incremento de la luz dispersada. El
COP-L, por el contrario, muestra un cambio menos pronunciado en los parametros
medidos lo cual puede atribuirse a que el colapso de las cadenas de PNIPAAmM
injertadas es obstaculizado por las cadenas de alginato. Por esta razon, la agregacion no
se produce tan facilmente y el cambio en la luz transmitida asi como en la luz
dispersada es mas gradual con la temperatura.

Posteriormente, se analizo también como afectaba el cambio de la concentracion en
la temperatura de punto de nube para el PNIPAAmM-L. Las soluciones acuosas de
concentracion 0,1 %(m/m) y 0,02 %(m/m) presentaron valores de T, de 36 °C y 39 °C
respectivamente, ademas la solucion mas concentrada presentd una respuesta a la

temperatura mas abrupta alcanzado el punto de nube.
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Figura 5.12. a) Transmitancia a A =490 nm y b) Intensidad de luz dispersada (SLS) en funcién
de la temperatura. Simbolos: () PNIPAAmM-L, (@) COP-L y (A) mezcla fisica de alginato y
PNIPAAmM-L 4:1.
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5.6.5 Caracterizacion reoldgica

En esta seccion se estudiaron las propiedades reoldgicas de soluciones acuosas de
los copolimeros descriptos, teniendo en cuenta la influencia de la temperatura, la
concentracion, la fuerza iénica y el contenido de PNIPAAmM y se analizaron los
resultados obtenidos en funcion de la estructura de los mismos.

En los polimeros termosensibles, se observa un cambio de estructura con el
aumento de la temperatura que se refleja en las propiedades reoldgicas. Sin embargo, es
importante analizar si este reordenamiento de la estructura conduce a una separacion de
fases 0 a un comportamiento termoasociativo.

La mayoria de las moléculas organicas siguen la ley de Arrhenius presentando una
disminucion de sus propiedades reoldgicas al aumentar la temperatura, pero hay ciertas
macromoléculas denominadas termoasociativas o polimeros thermo-thickening, que
presentan un comportamiento opuesto (Karakasyan y col., 2008).

Es importante destacar que aun cuando estos polimeros presentan estructuras
quimicas diferentes, sus propiedades de asociacion siguen reglas similares. Tal que, a
baja temperatura, las moléculas de agua disminuyen su entropia formando estructuras
"ice-like" alrededor de los grupos no polares de las cadenas poliméricas. Cuando la
temperatura aumenta, las vibraciones térmicas desestabilizan dichas estructuras y su
ruptura conduce a la agregacion de los grupos no polares, induciendo la autoasociacion
de las macromoléculas. Si hay un balance apropiado entre el nimero de grupos no
polares y la contraparte soluble en agua, puede formarse una red fisica siempre y
cuando la concentracion sea suficientemente alta como para que la asociacion se
propague en todo el volumen (Otake y col., 1990; Karakasyan y col., 2008).

En este contexto, los estudios reoldgicos desarrollados en éste capitulo se
enfocaron en determinar el posible comportamiento thermothickening de los

copolimeros de alginato y PNIPAAmM sintetizados.

5.6.5.1 Preparacion de las soluciones

Para los ensayos reoldgicos se prepararon soluciones acuosas de los copolimeros
de injerto sintetizados en este capitulo. Para la preparacion de las mismas se utilizé agua
tridestilada como solvente y sulfato de sodio para cambiar la fuerza idnica de la
solucidn. Para cada solucion, el copolimero y el solvente (agua o solucion salina) fueron

pesados, mezclados y homogeneizados con la ayuda del uso de una centrifuga. Los
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tubos que contenian las muestras se centrifugaron cambiando el sentido de rotacion de
los mismos, en forma alternada. Se trabajé con concentraciones expresadas en por

ciento en masa (% m/m) mientras que la concentracion de sal se expresdé en moles/L

(M).

5.6.5.2 Ensayos reol6gicos

Las propiedades viscoelasticas de los copolimeros de injerto fueron estudiadas en
un redmetro AR2000 (TA Instrument) equipado con una geometria de cono y plato
Peltier (didmetro 20 mm, &ngulo de 3° 59°49"). Los experimentos se llevaron a cabo en
tensiones entre 0,05 y 100 Pa utilizando una frecuencia de 0,1 Hz. La temperatura se
control6 con un sistema Julabo AWC 100 que permite una recirculacion del agua
termostatizada a través del sistema de plato Peltier. Se tuvo particular cuidado en evitar
la deshidratacion de la muestra, para lo cual se conté con una tapa especialmente
disefiada para impedir la pérdida de agua por evaporacion durante el tiempo del ensayo.
En la Figura 5.13 se presentan dos fotografias tomadas del reémetro utilizado. En las
mismas se observa el sistema de plato Peltier, la tapa utilizada para evitar la
deshidratacion de las muestras y el modo de colocacién de las muestras estudiadas.

Figura 5.13. Redmetro AR2000 TA Instrument con plato Peltier termoregulado y tapa
cobertora. Colocacion de la muestra.
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Se realizaron barridos de temperatura entre 10 °C y 60 °C a 1 °C/min y a
frecuencia constante (0,1 y 0,5 Hz) o esfuerzo de corte constante (entre 0,38 y 1 Pa). En
estas condiciones se midi6 el mddulos elastico (G") y viscoso (G") en funcion de la

temperatura y a partir de ellos se calculd la viscosidad compleja (n*).

5.6.5.3 Efecto de la temperatura

En la Figura 5.14 se presenta una curva tipica de la variacion de los médulos, G” y

G”” en funcién de la temperatura.
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Figura 5.14. Propiedades viscoelasticas de una solucion acuosa del copolimero COP-H al
10 %m/ma 0,1 Hz y 0,38 Pa, Simbolos: (@) G y (O) G”".

Este comportamiento es similar para los tres copolimeros de injerto estudiados
(COP-L, COP-H y COP-C) observandose que la variacion de los modulos G" y G™
frente al aumento de temperatura presenta dos zonas. Una primera zona que va desde el
comienzo del experimento hasta la temperatura de transicion (Ta.s), donde las cadenas
laterales de PNIPAAmM o P(NIPAAmM-co-NTBAAmM) son completamente solubles en
agua y las propiedades de las soluciones de copolimeros son muy similares a las
observadas para el alginato. Como las soluciones son esencialmente viscosas, G~
prevalece sobre G”. Se observa la disminucién de los mddulos con el incremento de

temperatura, tal como sucede para el alginato. En la segunda zona, por encima de la T,
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se produce la transicion hidrofilica/hidrofébica de las cadenas laterales las cuales
comienzan a auto-ensamblarse en microdominios formando poco a poco uniones fisicas
(similares a puntos de entrecruzamientos reversibles). Para el COP-H, se observa una
Tas = 28, 2 °C y una temperatura de critica o de transicion sol-gel (cruce entre G y
G"), Tc =38°C (Winter y Mours, 1997; Karakasyan y col., 2008).

En las Figuras 5.15 y 5.16 se presentan las propiedades viscoelasticas de
soluciones acuosas de los copolimeros COP-L (a) y COP-H (b), para distintas
concentraciones (10, 12 y 14 %m/m). Para ambos materiales, se observa una clara
dependencia de los mddulos elastico y viscoso con la concentracion del polimero en
solucion. Como es de esperar, ambos mddulos aumentan con un incremento en la
concentracion del copolimero en la solucion.

A la menor concentracion estudiada, 10 %m/m, para el COP-L se observa una
leve dependencia de los mddulos con la temperatura, siendo G" mayor que G 'en todo el
rango de temperatura analizado (Figura 5.15). Cuando se aumenta la concentracion, a
12 y 14 %m/m, aparece un incremento de la densidad muy marcado por encima de T
(efecto thermo-thickening). Los modulos aumentan con el incremento en la temperatura
y se observa el cruce entre los mismos a la temperatura T.. Por encima de esta
temperatura G” se mantiene por encima de G™ en el resto del intervalo de temperatura
estudiado. A medida que la concentracion aumenta, el valor observado de T,s disminuye
en forma analoga a lo que sucede con el punto de nube. Al aumentar la concentracion de
copolimero el valor de temperatura donde ocurre la transicion sol-gel (T¢) se observa a
menores temperaturas. A medida que la concentracion aumenta, las moléculas en
solucion se encuentran mas entrelazadas y la transicién sol-gel aparece a menor
temperatura.

A la concentracion de 10 %m/m, el COP-L no presenta la T, mientras que para el
COP-H se observa a 38,5 ° C, Figura 5.16. Esto puede justificarse en base a la longitud
de las cadenas de PNIPAAm laterales involucradas en cada copolimero. En el COP-L,
las cadenas son demasiado cortas y la concentracion no es lo suficientemente alta para
conseguir el grado de entrelazamiento necesario para que la transicion sol-gel tenga
lugar.

Los valores de T, y T. para soluciones acuosas del COP-H tienen el mismo
comportamiento respecto a la concentracion que lo descripto precedentemente para el

COP-L. Es importante resaltar que para la solucion de mayor concentracién del COP-H

106



Capitulo 5 - Polimeros Termosensibles Aminoterminados y sus Copolimeros con Alginato de Sodio

(14 % en masa), el entrelazamiento entre las moléculas es tal, que G' es mayor que G"

en todo el intervalo de temperaturas estudiadas.
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Figura 5.15. Propiedades viscoelasticas de soluciones acuosas del copolimero COP-L a 0,1
Hz y 0,38 Pa, Simbolos: (A,A) Gy G a 10 %m/m, (®,0) G y G a 12 %m/my
(M) G yG™ ald %m/m.
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Figura 5.16. Propiedades viscoelasticas de soluciones acuosas del copolimero COP-H a 0,1 Hz
y 0,38 Pa, Simbolos: (A,A) G y G a 10 %m/m, (®,0)G y G~ al2 %m/my
(M,O) G yG™ ald %m/m.
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5.6.5.4 Efecto de la concentracion

Para entender mejor la dependencia de la temperatura de transicion con la
concentracion de polimero se presenta la viscosidad compleja relativa (7*r;) como
funcién de la temperatura reducida (T/T,s) de acuerdo a lo propuesto por Karaskasyan y
col. (2008).

La viscosidad compleja relativa se define como:

5

n*rel. = ! (5.1)

"
m dis.

Donde #* es la viscosidad compleja medida y #*4is. es la viscosidad compleja
asumiendo que no existen interacciones hidrofobicas en el polimero. Para obtener el
valor de n*4is. Se empled una dependencia tipo Arrhenius con la temperatura, ecuacion
de Andrade (Costa, 2005):

n* = Aexp (s—‘;) (5.2)

Donde los valores del factor pre-exponencial (A) y la energia de activacion al
flujo (Ea) fueron ajustados con los datos medidos a T < T, siendo R la constante de los
gases y T la temperatura absoluta.

En el régimen semiconcentrado, la viscosidad compleja relativa aumenta debido al
efecto thermo-thickening, que parece practicamente independiente de la concentracion,
tal como se observa en la Figura 5.17 para las soluciones del COP-L a 10 y 12 %m/m.
Esto puede ser explicado teniendo en cuenta que en el régimen semiconcentrado el
tiempo de relajacion de soluciones de polielectrolitos es independiente de la
concentracion (Colby y col., 1994). A concentraciones superiores, como en el caso de
14 %m/m, donde el mddulo elastico se encuentra siempre por encima del modulo
viscoso en todo el rango de temperaturas estudiado, prevalece el comportamiento no-
Newtoniano y se produce un efecto de ablandamiento (softening) el cual da lugar a una
disminucion de la viscosidad con el aumento de temperatura. Estos resultados estan en
concordancia con la encontrado por Karaskasyan y col. (2008) para soluciones en el
rango de concentraciones 1 a 5 % de copolimeros de carboximetilcelulosa-g-P(éxido
de propileno-co-6xido de etileno) (CMC-g-PEPO).
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Figura 5.17. Viscosidad compleja relativa (17*y;) en funcién de la temperatura adimensional
(T/T,s) para soluciones acuosas de COP-L. Simbolos: (@) 10 %m/m, (O) 12 %m/m y (M) 14
%m/m.

5.6.5.5 Efecto de la fuerza ionica del medio

En las dispersiones coloidales acuosas, la adicion de electrolitos provoca su
floculacion. Este fendmeno es conocido como efecto "salting out”. Un fendmeno
similar es observado en los polimeros termosensibles, para los cuales se obtiene una
disminucion de la temperatura de transicion en presencia de pequefas cantidades de
sales (Eeckman y col., 2001). La presencia de sales, asi como el aumento de la
temperatura, reduce las interacciones polimero-solvente y por lo tanto se incrementan
las interacciones entre las moléculas del polimero. Como resultado, las cadenas
poliméricas se agregan dando lugar a una menor temperatura critica de transicion
(Durand y Hourdet, 2000).

En los estudios realizados por Schild y Tirrell, (1990) la temperatura de transicion
hidrofilica/hidrofobica del PNIPAAm establecida como 33 °C en medio acuoso fue
desplazada a menores temperaturas por el agregado de sales en la solucion. Tal que, se
alcanzé un valor de 25 °C para una concentracion en sulfato de sodio igual a 200 mM
(2,8 %) y también para una concentracion 900 mM de bromuro de sodio (9,3 %).

Por tal motivo, los ensayos realizados en soluciones salinas de los copolimeros de

éste capitulo presentaron un desplazamiento de las temperaturas T, y T, a menores
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valores a medida que se aumento la concentracion i6nica del medio. En la Figura 5.18
se presentan las propiedades viscoelasticas del COP-L en solucién en funcién de la

temperatura para distintas concentraciones de sulfato de sodio en el medio.
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Figura 5.18. Propiedades viscoelasticas de soluciones acuosas al 10 %m/m del copolimero
COP-L a 0,1 Hzy 0,38 Pa, Simbolos: (A,A)G yG~ 0M Na,SO,, ()G yG 0,1M
Na,SO,y (‘,O) G Yy G” 0,3 M Na,SO.,.

Un aumento en la concentracion de sal disminuye la temperatura de transicion de
fase de las cadenas de polimero debido a la competencia por las moléculas de agua que
se presenta entre el polimero y la sal (Siqueira y col., 2010).

Cuando la concentracion de sal se incrementa, parte de las moléculas de agua son
atraidas por los iones de sal, de modo tal que disminuye el nGmero de moléculas de
agua que interaccionan en el entorno de la NIPAAm (orientadas en estructuras tipo caja
o cagelike). Debido a una disminucion en las interacciones polimero-solvente aumentan
las interacciones polimero-polimero, produciendo la transicion del PNIPAAmM a
menores temperaturas. Al aumentar la fuerza ionica del medio, en soluciones de
polielectrolitos, se produce una disminucién en las repulsiones entre cadenas debido al
efecto de apantallamiento de las interacciones electrostaticas. Las cadenas pueden
acercarse mas facilmente generando un mayor solapamiento y haciendo la asociacion

entre ellas mas facil y fuerte (Rotta y col., 2010;Durand y Hourdet, 2000).
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Al aumentar la fuerza i6nica del medio se produce un incremento en los médulos
G" y G (Figura 5.18). El aumento en la fuerza idnica del medio produce el mismo
efecto sobre las propiedades viscoelasticas de la solucién que un incremento en la
concentracion de polimero.

La influencia de la fuerza i6nica del medio fue analizada también en términos de
la dependencia de la viscosidad compleja relativa en funcion de la temperatura
adimensional (Figura 5.19). Para una concentracion de 10 %m/m de COP-L enn agua y
en una soluciéon 0,1 M Na,SO, la viscosidad compleja relativa alcanza valores
superiores a 2,2, mientras que en la solucién 0,3 M Na,SO, dicho valor no supera 1,5.
La mayor fuerza i6nica del medio produce un menor efecto de densificacion o thermo-
thickening, comportamiento similar a lo observado para la mayor concentracion de
COP-L estudiada (Figura 5.17).

24 —

n* rel
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0.9 1 1.04 1.08 1.12
T/Tas
Figura 5.19. Viscosidad compleja relativa (17*y;) en funcion de la temperatura adimensional

(T/T,) para soluciones acuosas al 10 %m/m de COP-L.
Simbolos: (@) 0 M Na,S0O,, (O) 0,1 M Na,SO, y () 0,3 M Na,SO.,.
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5.6.5.6 Efecto de la composicion del polimero termosensible

La incorporacion de un mondémero hidrofdobico a la cadena lateral del polimero
termosensible injertado al alginato tiene un efecto directo en las temperaturas de
transicion del copolimero final. La respuesta viscoelastica de las soluciones del COP-C
(alginato-g-P(NIPAAmM-co-NTBAAmM)) frente a la temperatura presentan una marcada
diferencia respecto a la respuesta de los copolimeros que poseen PNIPAAmM (COP-L y
COP-H). En la Figura 5.20 se presenta las propiedades viscoelasticas (G" y G™") de una
solucion al 10 %m/m de COP-C en funcién de la temperatura.
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Figura 5.20. Propiedades viscoelasticas de una solucién acuosa del copolimero COP-C al
10 %m/ma 0,1 Hz y 0,38 Pa. Simbolos: (l) G" y (1) G™".

Para una misma concentracion y considerando que el COP-C y el COP-H tienen
masas molares similares, las propiedades viscoelasticas de la solucion de COP-C
presento valores de médulos G™ y G™ tres veces menores que los observados para la
solucion del COP-H. Por otra parte, la asociacion de las cadenas en la solucion del
COP-C ocurre a menores temperaturas, T,s es casi 10 °C menor que la T,s del COP-H.
Esto se debe a que las interacciones entre grupos hidrofobicos se ven favorecidas por la
incorporacion del monémero hidréfobo NTBAAm en la cadena. Teniendo en cuenta
que la composicion de los copolimeros es similar, es evidente que las diferencias

observadas se deben a la composicion de las cadenas laterales.
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En la Figura 5.21 se presentan las propiedades viscoelasticas de soluciones al
12 %m/m del COP-C, con y sin agregado de sal, en funcion de la temperatura. Esta
solucién con una mayor concentracion de copolimero (12 %m/m) presenta un modulo
elastico que estd por encima del modulo viscoso en todo el intervalo de temperatura.
Esto indica que la solucién de COP-C presenta un mayor nimero de entrecruzamientos
fisicos de que la solucién de COP-H, ya que en esta Ultima se observa la transicién sol-
gel. Por otra parte, un aumento en la fuerza iénica de la solucién produce un aumento
del médulo elastico y una disminucién del mddulo viscoso. Esto indica que la red posee
una mayor concentracion de puntos de entrecruzamientos fisicos debido al efecto de
“apantallamiento” que produce la sal favoreciendo la formacion de los agregados por

interaccion de los grupos hidréfobos.
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Figura 5.21. Propiedades viscoelasticas de soluciones al 12 %m/m del copolimero COP-C
a 0,1 Hz y 0,38 Pa. Simbolos: (l,(1) Gy G, 0 M Na,SO,, (®,0)G" y G, 0,1 M Na,SO,.
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5.7 Conclusiones

Se sintetizaron de tres polimeros termosensibles, dos PNIPAAmM con distintas
masas molares, 4.400 y 16.300 g/mol, y un copolimero P(NIPAAmM-co-NTBAAmM) de
masa molar 11.500 g/mol. Los tres polimeros se obtuvieron por una reaccion de
telomerizacion, mediante la cual se obtuvieron macromoléculas con un grupo amino en
el extremo de cadena. Este grupo amino terminal permitio el posterior injerto de los
mismos al alginato, mediante una sencilla reaccion de condensacién con los grupos
carboxilicos del polisacarido.

La caracterizacibn molecular permitié corroborar el éxito de las reacciones
llevadas a cabo, asi como también estimar la longitud de las cadenas de los polimeros
termosensibles que serian posteriormente injertadas al alginato, verificar la
termosensibilidad de los materiales obtenidos, estudiando su dependencia con la masa
molar, la concentracion y la composicion estructural.

Las conclusiones de éste capitulo se detallan a continuacion:

e En las telomerizaciones, la cantidad de AET agregada produce un efecto directo
sobre la longitud de cadena obtenida en los materiales finales.

e Las reacciones de injerto por condensacion dan lugar a productos cuya composicion
es muy similar a la composicion inicial de la mezcla de reaccion. Como pudo
comprobarse a partir de los resultados obtenidos a partir de *H-RMN y TGA.

e Del comportamiento de estos materiales frente a cambios en la temperatura se
concluye que:

o Por medio de reologia se corroboraron los resultados obtenidos por las
mediciones de punto de nube, referidos al efecto del largo y la composicion
de las cadenas laterales y de la concentracion de las soluciones sobre la LCST
de cada copolimero.

o La concentracion de las soluciones tiene un efecto marcado en la T, para
polimeros de masa molar inferior a 5.10%°. Tal que, para mayores
concentraciones la T, se presenta a valores inferiores.

o Elaumento de la longitud de cadena implico una disminucion de la Tas.

o La composicion monomérica del polimero termosensible es un factor clave
en el valor de T,. La incorporacion del monémero de mayor hidrofobicidad,

NTBAAm, se reflejé en una caida de aproximadamente 10°C en la Tas.
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o A temperaturas superiores a la LCST y para ciertas concentraciones, se
observo el cruce de los mddulos G” y G™ correspondiente a la transicion sol-
gel, reflejando de esta manera, el fendmeno termoasociativo de los

copolimeros.
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Capitulo 6 - Hidrogeles y Liberacion Controlada de Principios Activos

6.1 Introduccion

Los hidrogeles son redes poliméricas hidrofilicas tridimensionales capaces de
absorber un importante volumen de agua u otro fluido biol6gico. Los denominados
hidrogeles inteligentes, estimulo-sensibles, poseen la capacidad de presentar cambios en
su comportamiento de hinchamiento, permeabilidad o en sus propiedades mecénicas en
respuesta a un estimulo externo, tal como pequefios cambios en el pH, fuerza idnica o
temperatura, entre otros. Estas propiedades, ademas de su similitud con los tejidos vivos
debido a su alto contenido de agua, hacen de los hidrogeles materiales con numerosas
aplicaciones, particularmente en el &rea de la medicina y la industria farmacéutica
(Glven y col. 1999; Kim y col. 2002).

La posibilidad de obtener hidrogeles a partir de la sintesis de copolimeros de
alginato y N-isopropilacrilamida, se presenta como una propuesta promisoria para
generar biomateriales termosensibles. Esta copolimerizacion involucra la modificacion
fisicoquimica de un polisacarido de origen natural como es el alginato, el cual proviene
de una fuente renovable.

En esta tesis se prepararon hidrogeles por entrecruzamiento con iones calcio de
los copolimeros obtenidos por radiacion gamma (Capitulo 4) y por sintesis quimica en
base a la reaccion de condensacion entre PNIPAAmM amino terminados y alginato
(Capitulo 5). El objetivo principal es evaluar la termosensiblidad de los hidrogeles
obtenidos mediante ensayos de hinchamiento a distintas temperaturas y su aplicacion

como sistemas de liberacion controlada de un farmaco modelo.

6.2 Obtencion de hidrogeles a partir de copolimeros alginato-g-PNIPAAM

Los copolimeros de alginato y N-isopropilacrilamida sintetizados previamente,
tanto por métodos quimicos como por radiacion gamma, fueron empleados en la
formacién de hidrogeles. Estos se obtuvieron a partir de la union electrostatica entre
iones bivalentes (calcio) y los grupos carboxilicos del alginato, formando una estructura
estable, denominada "caja de huevo", seglin lo detallado en el Capitulo 1. Para la
obtencién de los hidrogeles se eligié el método de gelacién externa el cual implica el
intercambio de iones monovalentes del alginato por iones Ca** a través de la matriz
polimérica. Dado que los iones difunden desde la superficie, la concentracion de los
mismos disminuye desde la superficie hasta el centro del material. Estos hidrogeles

pueden ser preparados en forma de perlas o pellets, como tubos o como films a partir de
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alginato de sodio. En la produccion de perlas por gelacion externa, se hace gotear una
solucion de alginato de sodio sobre una solucién de una sal de calcio, cominmente
CaCl,. Las perlas se forman instantaneamente cuando ambas soluciones entran en
contacto y se producen las uniones con el calcio formando una red. Las perlas asi
formadas, se mantienen dentro de la solucién de iones calcio durante un cierto periodo

de tiempo el cual determina el grado de entrecruzamiento final obtenido en el hidrogel.

6.2.1 Formacion de perlas por goteo o dropping

Se prepararon soluciones con los copolimeros obtenidos previamente. Las
concentraciones elegidas variaron entre 4 y 8 %m/m. Las concentraciones empleadas se
eligieron de modo tal de partir de soluciones de viscosidad apropiada y con el contenido
de alginato necesario para la formacion de perlas cuando se gotea sobre una solucién de
cloruro de calcio. Las soluciones se prepararon por pesada y las mismas fueron
colocadas en tubos aptos para centrifuga, siendo esta ultima una herramienta muy util

para acelerar el proceso de homogenizacion de las soluciones preparadas.

Figura 6.1. Bomba perfusora Cole Parmer 74900 Series empleada en la preparacién de perlas
de alginato de calcio.

La obtencion de las perlas se baso en el goteo de las soluciones empleando una
jeringa, la cual puede ser accionada manualmente o mediante una bomba perfusora Cole
Parmer 74900, provista de agujas 25G (0,5 mm de didmetro) y 31G (0,3 mm de
didmetro), como se muestra en la Figura 6.1 .Mediante el empleo de una bomba es

posible generar una presion constante sobre la jeringa, pudiéndose graduar el caudal de
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solucion a ser bombeado. La velocidad de goteo se eligié teniendo en cuenta la
viscosidad de cada solucion evitando sobre-presiones en la jeringa. En todos los casos

se empled una solucién de cloruro de calcio al 2 %m/v como solucion de gelificacion.

6.3 Ensayos de Hinchamiento de los Hidrogeles

Se denomina hinchamiento a la propiedad que posee un material de aumentar de
tamafio cuando es sumergido en un medio liquido, que ingresa y es retenido en el
material. Usualmente se cuantifica en funcién de la masa o del volumen, a partir de la

relacion de hinchamiento, ecuacion 6.1 (Lee y col. 2004):

W,—W,
Ws

RH =

(6.1)

Donde W, es el peso del material en el estado hinchado y W5 el peso del material seco.

El hinchamiento de un gel es funcion de la estructura de la red formada. Un
aumento en la densidad de entrecruzamientos se traduce en una red mas compacta la
cual presentara un menor grado de hinchamiento (Isiklany col. 2011).

En una primera etapa se estudio el hinchamiento de perlas de alginato de calcio, lo
cual se tom6 como base para los estudios posteriores de los hidrogeles obtenidos a partir
de los copolimeros alginato-g-PNIPAAmM. Las mediciones se realizaron a temperatura
ambiente, en un laboratorio con temperatura controlada a 24 °C + 1 °C. EIl grado de
hinchamiento se midié por pesada de las perlas en funcion del tiempo. Para pesar las
perlas a cada tiempo de medicion, se extrajeron del solvente y se secaron con papel
absorbente para eliminar la humedad superficial. En estos estudios preliminares se
estudié el efecto de la fuerza i6nica y del pH del medio sobre el grado de hinchamiento
de perlas de alginato de calcio.

Posteriormente, se empled el hidrogel del COPI-1-80N, denominado HCOPI-1-
80N para poner a punto la metodologia para determinar la cinética de hinchamiento de
los hidrogeles obtenidos por entrecruzamiento con iones calcio. Se eligio este hidrogel,
HCOPI-1-80N, por tener mayor contenido de NIPAAmM y provenir de un copolimero
sintetizado a partir de una dosis intermedia (1 kGy). EI mayor contenido de PNIPAAmM
implica un menor contenido de alginato disponible para entrecruzar con los iones calcio,
y por otro lado, con 1 kGy se obtienen copolimeros con buenas propiedades finales y

termosensibles (Capitulo 4).
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6.3.1 Hidrogeles de alginato de calcio
6.3.1.1 Efecto de la fuerza idnica del medio

En estos ensayos se utilizaron perlas de alginato de calcio preparadas previamente
por goteo de una solucion de alginato de sodio al 1 %m/v sobre una solucion de cloruro
de calcio de concentracion 2 %m/v utilizando un gotero plastico. El tiempo de
inmersion o curado fue de 60 + 10 minutos. Las perlas de alginato de calcio asi
obtenidas se dejaron secar a temperatura ambiente hasta peso constante.

Para analizar el efecto de la fuerza i6nica del medio sobre el hinchamiento de
perlas de alginato de calcio se prepararon soluciones acuosas con diferentes
concentraciones de cloruro de sodio: 0,1; 0,3; 0,6; 0,9 y 1,2 %m/v. Luego se colocd la
masa equivalente a 10 perlas de alginato de calcio, en 20 mL de cada solucion salina. El
nimero de perlas se eligio de tal manera de obtener cambios medibles en la masa
durante el hinchamiento. Las perlas se pesaron antes de sumergirlas en la solucion
salina en estudio y luego fueron pesadas cada hora durante al menos 7 horas,
obteniéndose el valor final del grado de hinchamiento a las 24 horas del comienzo del
ensayo. Las mediciones se realizaron por duplicado.

Debido al proceso de intercambio i6nico entre Ca®* y Na* se produce ademas de
hinchamiento una disminucién en la concentracion de puntos de entrecruzamientos lo
cual conduce a un cambio en la estructura del hidrogel. El proceso de hinchamiento
estara acompafado entonces de un proceso de modificacion de la estructura del gel, por
lo que la relacidn de hinchamiento, medida en cada caso, serd un balance entre estos dos
procesos. La pérdida de iones calcio conduce a la solubilizacion de las cadenas del
alginato, por lo que algunas moléculas del alginato pasaran a la solucién. Es por esto
que, este balance debe ser tenido en cuenta para la interpretacion de los resultados.

En la Figura 6.2 se presenta la relacion de hinchamiento de las perlas de alginato
de calcio para cada concentracion de NaCl en funcion del tiempo. Los resultados
obtenidos para agua destilada no se presentan ya que el grado de hinchamiento es
practicamente nulo, las perlas de alginato de calcio secas no se hincharon en agua aun
luego de 24 horas. Probablemente se necesiten tiempos mas largos para observar el
hinchamiento de estos materiales. Los iones calcio no sélo se encuentran involucrados
en las uniones del tipo caja de huevo en la estructura del alginato, sino que estan
presentes ademas como iones libres dentro del hidrogel. Cuando el material es secado,

el alginato se deshincha y colapsa, las uniones caja de huevo se ubican lo
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suficientemente cerca para formar agregados a través de los iones calcio libres. Como
consecuencia del secado aumenta la densidad de entrecruzamientos, siendo ésta la
posible razon por la cual las perlas de alginato no presentan un hinchamiento apreciable
en agua pura a tiempos cortos (Fang y col. 2011).

70 -
60 -
50 {) e
*
—_ A ?
uo .
?o 40 ;
~ O
T . 0
o 30 m [ =
2 - n
o © ©
10 A @
* *
L 2
0 ._% ? T T T 1
0 0,3 0,6 0,9 1,2 1,5

[NaCl] (% m/v)

Figura 6.2- Grado de hinchamiento de geles de alginato de calcio en funcién de la fuerza i6nica
del medio. Simbolos: () 1 h, (&) 2h, (B)3h, ()4 h, (A)5h, (A)6h, (®)7hy(O)24h.

El grado de hinchamiento de las perlas de alginato aumenta con el aumento de la
fuerza ionica del medio. Para concentraciones bajas de iones Na" en la solucion se
observa un bajo grado de hinchamiento, aun luego de 24 horas (Figura 6.2). En este
caso, la concentracion de iones sodio en solucion no es suficiente para modificar
substancialmente la estructura del gel debido al intercambio i6nico. Para
concentraciones de NaCl mayores a 0,3 %m/v e inferiores a 0,9 %m/v, se observa un
grado de hinchamiento similar en funcién del tiempo. Para la mayor concentracion de
NaCl estudiada (1,2 %m/v) es posible observar una disminucion en el grado de
hinchamiento debido, probablemente, a una modificacion substancial en la estructura
del gel debido al intercambio i6nico con el medio. Los hidrogeles entrecruzados con
iones calcio presentan un incremento en el namero de grupos cargados cuando aumenta
la fuerza i6nica del medio, resultado del intercambio entre iones Ca** y Na*. El gran

namero de grupos cargados disminuye la densidad de entrecruzamientos y aumenta la
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hidrofilicidad de la red lo cual incrementa el grado de hinchamiento. Sin embargo, a
altas concentraciones de Na* en la solucion se produce una disminucion importante en
la concentracion de puntos de entrecruzamiento en el gel de alginato de calcio (Ju y col.
2001).

No existen diferencias significativas entre 7 y 24 h de ensayo lo cual indica que el
proceso de hinchamiento/degradacion ha alcanzado el equilibrio luego de 7 horas en el

rango de concentraciones estudiadas.

6.3.1.2 Efecto del pH del medio

En estos ensayos se emplearon perlas de alginato de calcio preparadas segun fue
descripto en la seccion anterior. Para estudiar la influencia del pH del medio sobre el
grado de hinchamiento se utilizaron soluciones buffer de pH 4, 7 y 10. La solucion
buffer de pH = 4, es una solucién de biftalato de potasio y la solucion buffer de pH =7
es una solucion de fosfato monobasico de potasio e hidroxido de sodio (Anhedra), La
solucion buffer de pH = 10 contiene &cido borico e hidroxido de sodio (Biopack). Los
resultados obtenidos para las perlas de alginato de calcio sumergidas en soluciones de
pH 4, 7y 10 se presentan en las Figuras 6.3; 6.4 y 6.5 respectivamente.

A pH 4, se observa un importante grado de hinchamiento (RH) llegando a superar
120 veces la masa inicial. A las 6 horas de ensayo las perlas mantenian la forma inicial
y probablemente no se haya alcanzado aun el grado de hinchamiento de equilibrio. El
valor de pH del medio se encuentra por encima del pK; de la unidad guluronato del
alginato (pKa~ 3,2) y es igual al pKa de la unidad manuronato (pK, ~ 4), por lo que los
grupos carboxilicos del guluronato, unidad en mayor proporcion en el alginato utilizado,
se encuentran desprotonados generando repulsiones electrostaticas entre si lo cual

favorecen la absorcién del medio acuoso(Kim y col., 2002).
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Figura 6.3- Grado de hinchamiento de geles de alginato de calcio en funcion del tiempo a pH 4.
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Figura 6.4. Grado de hinchamiento de geles de alginato de calcio en funcion del tiempo a pH 7.
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A tiempos equivalentes el grado de hinchamiento de las perlas de alginato a pH 7
fue menor que a pH 4. Sin embargo, se observé un importante deterioro de los geles
luego de 4 horas de ensayo. A partir de este tiempo no pudieron realizarse las
mediciones debido a que las perlas se desintegraban al intentar removerlas de la
solucion. Este comportamiento podria explicarse teniendo en cuenta la composicion de
la solucion buffer empleada. La presencia de iones Na* y K" en el medio serian
responsables del intercambio con los iones calcio del gel con el agravante de un efecto
secuestrante de los iones fosfato sobre los iones calcio desplazados dando lugar a sales
de calcio, como hidroxiapatita Cajo(PO4)s(OH), (Kim y col., 2008; Gonza, 2002;
Ferreira y col., 2004, Pasparakis y Bouropoulos 2006, Kim y col. 2008). De esta
manera, se produce una rapida disminucién en la concentracion de puntos de
entrecruzamiento lo cual se traduce en una rapida degradacion de las perlas.

A pH 10, las perlas practicamente no se hincharon; el pequefio aumento de masa
observado pudo deberse a la humedad superficial de las mismas sin un hinchamiento
apreciable. Debido a esto se adiciono a la solucién buffer, la cantidad necesaria de NaCl
para alcanzar una concentracion de 0,9 %. La concentracion de cloruro de sodio, se
eligio en funcion de los buenos resultados obtenidos en la seccidn 6.3.1.1 y por ser la
composicion de la solucion fisiolégica comunmente usada en farmacologia. Los
resultados obtenidos se presentan en la Figura 6.6.

El agregado de 0,9 %m/v NaCl a la solucion buffer de pH 10 no provoco un
aumento significativo en el grado de hinchamiento. EI hinchamiento inicial de un
hidrogel esta usualmente relacionado con el tiempo de relajacién de segmentos de
cadenas en la red. La ionizacion de los grupos carboxilicos ocurre por encima del pKa
del alginato (pH ~ 4). El aumento de los grupos ionizados provoca repulsiones
electrostaticas cada vez mas importantes, lo que beneficia la relajacion de la red y una
mayor velocidad de relajacion de la red favorece la penetracion de las moléculas del
medio dentro de la estructura del gel. Sin embargo, a pH elevados la movilidad de la red
se ve reducida por un efecto de apantallamiento de los cationes sobre los grupos
hidrofilicos cargados negativamente (-COQ’), de modo tal que la difusion de las

moléculas de agua se ve limitada (Shi y col. 2013).

125



1,5

RH (g/g)

0,5

Figura 6.5.

Capitulo 6 - Hidrogeles y Liberacion Controlada de Principios Activos

L R
‘ T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7
t (h)
Grado de hinchamiento de geles de alginato de calcio en funcidn del tiempo a pH 10.
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Figura 6.6. Grado de hinchamiento de geles de alginato de calcio en funcion del tiempo.

Simbolos: (@) buffer pH 10, (O) buffer pH 10 con 0,9 %m/v NaCl,
(A) solucion salina 0,9 %m/v NaCl.

126



Capitulo 6 - Hidrogeles y Liberacion Controlada de Principios Activos

6.3.2 Hidrogeles obtenidos por entrecruzamiento de copolimeros con iones calcio

En ésta seccion las experiencias se realizaron empleando el hidrogel HCOPI-1-
80N como material modelo para analizar el efecto del grado de entrecruzamiento, el
tamarfio de las perlas y la concentracion de la solucion del copolimero utilizada para la
formacion de perlas sobre el grado de hinchamiento.

6.3.2.1 Efecto del grado de entrecruzamiento con iones calcio

Con la experiencia adquirida previamente empleando geles de alginato de calcio,
se prepararon perlas mediante goteo de una solucion acuosa al 4 %m/m del copolimero
COP-1-1-80N en una solucién al 2 %m/v de CaCl,. Las perlas del hidrogel HCOP-I-1-
80N se dejaron en la solucion de iones calcio por el término de 1, 4 y 24 horas con el
objetivo de estimar el tiempo adecuado de inmersion en la solucién de calcio,
denominado comunmente tiempo de curado.

La Figura 6.7 presenta el grado de hinchamiento en funcidn del tiempo para perlas
de alginato de calcio curadas durante 1, 4 y 24 horas en una solucion de CaCl,. Las
perlas con una hora de curado presentaron un grado de hinchamiento levemente superior
que las curadas durante 4 horas pero comenzaron a desintegrarse luego de permanecer 6
horas en la solucion de hinchamiento lo cual imposibilitd la medicion de su peso a
tiempos superiores. Si bien las perlas entrecruzadas durante 4 horas en CaCl, presentan
una mayor estabilidad puede inferirse un cierto deterioro en la estructura a lo largo del
tiempo evidenciado por el incremento en las barras de error correspondientes. Las perlas
comienzan a degradarse y la pérdida de masa no es la misma en las réplicas estudiadas.

Las perlas curadas durante 24 horas en CaCl, presentaron un leve incremento en
el grado de hinchamiento segun se observa en la Figura 6.7. Aunque estos geles
deberian ser los mas rigidos porque permanecieron mas tiempo en contacto con la
solucion de iones calcio, es evidente que la incorporacion de los mismos fue apenas un
poco mayor a la de las perlas con 4 horas de curado. Sin embargo, ésta pequefia
diferencia en la incorporacién de Ca*® permitié que las perlas del material curado
durante 24 horas permaneciera mas tiempo sin deteriorarse.

En funcion de los resultados expuestos precedentemente, se eligié un tiempo de
curado de 24 horas para la formacion de perlas de los copolimeros presentados en las

siguientes experiencias de este capitulo
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Figura 6.7. Grado de hinchamiento de geles HCOPI-1-80N en una solucion acuosa
0,9 %m/v NaCl. Simbolos: (@) 1 h en 2 %m/v CaCl,, (1) 4 hen 2 %m/v CaCl, y (A) 24 hen
2 %m/v CaCl..

6.3.2.2 Efecto del diametro de las perlas

Para el estudio del efecto del tamafio de las perlas sobre el grado de hinchamiento
se prepararon perlas por goteo con agujas de 15 mm de longitud y diferentes diametros:
25G (0,5 mm de diametro) y 31G (0,3 mm de didmetro). Los tamafios de perlas
obtenidos fueron de 1 mm y 0,85 mm de didmetro promedio respectivamente, estos
valores se calcularon en base al tamafio de 10 perlas. En la Figura 6.8, se presentan las
imagenes obtenidas a partir del uso de un Microscopio éptico Zeiss Phomi 111 POL en

modo transmision.
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Figura 6.8. Imagenes obtenidas mediante microscopia optica de perlas de HCOPI-1-80N
a) D = 0,85 mm, aguja 31G y b) D = 1 mm, aguja 25G.

t (h)

Figura 6.9. Grado de hinchamiento de HCOPI-1-80N curados durante 1 h en una solucion 2
%m/v CaCl, e hinchados en una solucion acuosa 0,9 %m/v NaCl.
Simbolos: (@) D = 0,85 mm, aguja 31G y (O) D =1 mm, aguja 25G.
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Las perlas de mayor tamafio (D = 1 mm) presentan un hinchamiento mas
controlado en funcion del tiempo. Las perlas de menor tamafio (D = 0,85 mm) poseen
una mayor area superficial y por consiguiente una mayor velocidad de hinchamiento,
alcanzando su mayor grado de hinchamiento a las 3 horas de sumergidas en la solucion
(Figura 6.9). Posteriormente comienzan a degradarse observandose una caida en el
grado de hinchamiento y su posterior desintegracion. Las perlas de mayor tamafio se
hincharon con mayor lentitud y mostraron una mayor estabilidad estructural luego de 5
horas de inmersas en la solucion. El intercambio idnico se produce mas lentamente

manteniéndose la estabilidad estructural y aumentando el grado de hinchamiento.

6.3.2.3 Efecto de la concentracion de la solucion formadora de perlas

La formacion de perlas esta directamente ligada a la concentracion del polimero
en la solucion a ser goteada. La concentracion de polimero establece la densidad de
entrelazamientos entre las moléculas asi como la cantidad de sitios disponibles para el
entrecruzamiento con iones calcio en funcion de la composicion en alginato del mismo.

Utilizando soluciones de concentracion 4 % y 8 % del copolimero COPI1-1-80N se
prepararon hidrogeles por goteo en una solucion de CaCl, al 2 %m/v. La relacion de
hinchamiento en funcion del tiempo de cada hidrogel se presenta en la Figura 6.10. El
HCOPI-1-80N obtenido a partir de la solucion al 4 % presenté un mayor hinchamiento
y una mayor velocidad al compararlo con el hidrogel preparado a partir de la solucién al
8 %. En este caso, tal como se present6 en la seccion anterior, la mayor velocidad de
hinchamiento permite que se alcance el maximo grado de hinchamiento en un periodo
mas corto de tiempo (6 horas), para luego decaer debido al deterioro del gel. Por otra
parte, para los hidrogeles preparados a partir de una solucidbn mas concentrada del
copolimero, el hinchamiento es mas gradual y se logra que crezca regularmente en todo
el periodo de tiempo ensayado.

La gelacion del alginato con los iones calcio se basa en la asociacion de los
residuos gulurdnicos. EI nimero de puntos de entrecruzamiento formados se incrementa
con el aumento de la concentracion de alginato en la solucion, dando lugar a la
formacién de una estructura mas rigida y compacta (Mandal y col. 2010). Estas
caracteristicas regulan el hinchamiento, presentdndose como un obstaculo para el

intercambio i6nico Na* <> Ca®* ya mencionado.
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Figura 6.10- Relacion de hinchamiento a 24°C para los hidrogeles formados a partir de
soluciones al 4% () Yy al 8% (o)del copolimero COPI-1-80N.

Por otra parte se estudié también el efecto de la concentracion de copolimero en la
solucion empleando el COP-L. Dicho material, cuya sintesis se detallo en el Capitulo 5
tiene una composicion alginato/NIPAAmM 70/30 expresada en moles de unidades
repetitivas. Ademas, corresponde al copolimero con PNIPAAmM de bajo peso molecular
(PNIPAAmM-L). Su eleccion se baso en que éste material permitiria obtener una solucion
con menor viscosidad para la formacion de perlas.

En la Figura 6.11 se observa que para el hidrogel HCOP-L obtenido a partir de
una solucion al 4 % con 24 hs de curado, se alcanza el maximo grado de hinchamiento
luego de tres horas de ensayo para posteriormente deteriorarse rapidamente. En cambio,
para una solucion al 8 % el maximo grado de hinchamiento se alcanza entre la cuarta y
quinta hora de ensayo y el material se mantiene estable e hinchado durante el resto del
ensayo.

Este efecto de la concentracion de la solucion formadora de perlas es similar a lo
observado en la Figura 6.10 para el HCOPI-1-80N.
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Figura 6.11- Relacion de hinchamiento a 24°C para los hidrogeles formados a partir de
soluciones al 4 % (@) y al 8 % (O) del copolimero COP-L.

En conclusion, un aumento de la concentracion del copolimero en la solucion
formadora de perlas mejora la estabilidad en el tiempo de las mismas respecto a su

grado de hinchamiento.

6.3.3 Efecto de la temperatura

El estudio de la relacion de hinchamiento de los hidrogeles obtenidos en ésta tesis
en funcion de la temperatura, es fundamental para verificar y cuantificar la
termosensibilidad de estos materiales; siendo esta termosensibilidad funcion de la
composicion PNIPAAm/alginato de los copolimeros utilizados en la formacion de

hidrogeles.

6.3.3.1 Experimental

Se eligieron dos temperaturas de trabajo para llevar a cabo estas experiencias: una
de ellas 24 °C, la cual esta por debajo de la temperatura critica de transicion del
PNIPAAmM, y la otra 37 °C, por estar por encima de la transicion y ser la temperatura
corporal, lo que permite utilizar los resultados como un estudio preliminar para estimar

su comportamiento como sistemas de liberacién de principios activos.
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Para llevar a cabo los experimentos a 37 °C se utilizaron viales de vidrio de
10 mL en los cuales se colocé la solucién de hinchamiento (0,9 %m/v NaCl). Mediante
el empleo de una gradilla se sumergi6 los viales en un bafio de agua Cole Parmer
(Modelo 12700-55) seteado a la temperatura de trabajo. Luego de alcanzarse la
temperatura deseada, aproximadamente 30 minutos, se introdujo en cada vial de vidrio
entre 8 y 10 mg de perlas de alginato. Para el pesado de las perlas a distintos tiempos las
mismas se filtraron con una malla metélica recuperandose en un vaso de precipitados la
solucién de hinchamiento. Una vez removida la humedad superficial de las perlas con
papel absorbente las mismas fueron pesadas en pequefias capsulas de papel de aluminio,
colocadas nuevamente en el vial y sumergidas en la solucion de hinchamiento para
continuar con el proceso (Figura 6.12). El tiempo de medicion fue menor a los dos
minutos de modo tal de minimizar la variacion de temperatura por estar fuera del bafio

termostatizado.

Figura 6.12. Mediciones del grado de hinchamiento de geles de copolimeros a 37 °C.
Bafio termostatizado, filtro y capsulas empleadas para el pesado de las perlas.
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6.3.3.2 Resultados

Se estudi6 la influencia de la temperatura sobre el grado de hinchamiento de los
hidrogeles de los copolimeros sintetizados en el Capitulo 4, por irradiacion, y en el
Capitulo 5, por reaccién quimica de condensacion.

Para los hidrogeles que provienen de los copolimeros obtenidos por irradiacién
(COPI-X-X) es importante recordar algunos aspectos caracteristicos que condicionaran
su comportamiento. El hinchamiento de los hidrogeles en estudio va a estar
condicionado por la estructura formada por los copolimeros al entrecruzarse con los
iones calcio. Es por esto que la dosis absorbida, la composicion final de los materiales y
la temperatura de ensayo son factores fundamentales a la hora de explicar las curvas de
hinchamiento observadas.

En la Figura 6.13 se muestran las curvas de hinchamiento obtenidas para los
HCOPI-5 con distinto contenido de PNIPAAmM a 24 y 37 °C.

Para la dosis de 5 kGy, los radicales libres radioinducidos pueden generar el
injerto de la NIPAAm al alginato, la escision de los enlaces glucosidicos del
polisacarido, la homopolimerizacion de los monomeros NIPAAmM vy también
entrecruzamientos de las cadenas laterales del PNIPAAm formando una red adn antes
del entrecruzamiento con calcio para la formacion del hidrogel. Por lo cual, el efecto
total de la dosis sobre la estructura del hidrogel obtenido sera un balance entre las
posibles reacciones mencionadas.

Los hidrogeles con mayor contenido de NIPAAm, para la dosis de 5 kGy, H-
COPI-5-80N, presentan un grado de hinchamiento a temperatura ambiente (24 °C) muy
diferente al obtenido a 37 °C. A 24 °C, se alcanza el maximo grado de hinchamiento
entre todos los hidrogeles. Este material tiene poco contenido de alginato y mas de un
90% de NIPAAmM, (Capitulo 4). Evidentemente, este hidrogel presentaria el
entrecruzamiento de las cadenas laterales de PNIPAAm formando una red que se
mantuvo estable durante todo el tiempo de ensayo. Esto se corrobora con la alta
viscosidad observada al preparar la solucion de éste copolimero con una concentracion
del 8 %m/m para la formacion de las perlas.

En los ensayos a 37 °C era de esperar que estos hidrogeles, con mayor contenido
de PNIPAAmM, presentaran un hinchamiento menor. La contraccién del PNIPAAm en el
gel provoca una limitacion en la absorcién del medio acuoso al exponer los grupos

hidrofobicos del mismo. Este comportamiento, como se observara mas adelante, fue
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similar para todos los hidrogeles ensayados a ésta temperatura y coincide con lo
reportado en la bibliografia para otros hidrogeles basados en copolimeros de PNIPAAmM
(Ju y col., 2001; Guilherme y col., 2005).

25

RH (g/g)
—
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Figura 6.13. Grado de hinchamiento de geles de copolimeros de alginato y PNIPAAmM obtenidos
por irradiacién con 5 kGy e hinchados en una solucién acuosa 0,9 %m/v NacCl.
Simbolos: (@) H-COPI-5-80N a 24 °C (O) H-COPI-5-80N a 37 °C, (H) H-COPI-5-67N a 24 °C,
(J) H-COPI-5-67N a 37 °C, (A) H-COPI-5-50N a 24 °C (A) H-COPI-5-50N a 37 °C.

El hidrogel H-COPI-5-67N presenta a temperatura ambiente (24 °C) una alta
velocidad de hinchamiento, alcanzando su el maximo grado de hinchamiento a las dos
horas de ensayo, pero inmediatamente después se produce la degradacion de la
estructura de gel. Su mayor contenido de alginato respecto al H-COPI-5-80N implicaria
que, la escision radioinducida en el mismo junto con un menor grado del
entrecruzamiento de las cadenas laterales de PNIPAAmM, conduciria a una estructura de
gel menos estable. De manera el intercambio i6nico Ca*? «> Na' conduce a una
disminucion de los puntos de entrecruzamiento del alginato resultando en el deterioro
del hidrogel. Por otra parte, tal como era previsible, el hinchamiento a 37 °C es mayor
que el observado para el hidrogel HCOPI-1-80N por su menor contenido de NIPAAm.

Los hidrogeles H-COPI-5-50N presentaron relativamente bajos grados de

hinchamiento, similares a ambas temperaturas. En este caso no se aprecio un efecto de
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la temperatura lo cual podria deberse al poco contenido de NIPAAm en su estructura.
Para estos hidrogeles la escision del alginato, evidente en la baja viscosidad de la
solucion de estos copolimeros al 8 %m/m, dio lugar a una estructura de gel con muy
poca capacidad de hinchamiento. La escision del alginato no disminuye los sitios
disponibles para el entrecruzamiento con calcio, sino que disminuye el tamafio

molecular y con ello los entrelazamientos moleculares.
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Figura 6.14. Grado de hinchamiento de geles de copolimeros de alginato y PNIPAAmM obtenidos
por irradiacién con 1 kGy e hinchados en una solucién acuosa 0,9 %m/v NacCl.
Simbolos: (@) H-COPI-1-80N a 24 °C (O) H-COPI-1-80N a 37 °C, (H) H-COPI-1-67N a 24 °C,
() H-COPI-1-67N a 37 °C, (A) H-COPI-1-50N a 24 °C (A) H-COPI-1-50N a 37 °C.

A temperatura ambiente (24 °C), los hidrogeles H-COPI-1-80N y H-COPI-1-50N,
presentan un comportamiento similar, alcanzando el maximo grado de hinchamiento a
las 8 horas de ensayo, mientras que el H-COPI-1-67N, alcanza un maximo grado de
hinchamiento a las 4 horas pero luego se observa un deterioro del gel (Figura 6.14). El
comportamiento del hidrogel H-COPI-1-80N puede explicarse en términos de su mayor
contenido de NIPAAmM y de los entrelazamientos y posibles entrecruzamientos
radioinducidos de las cadenas laterales de PNIPAAm. La solucion del COPI-1-80N al 8
%m/v presentd una alta viscosidad, al igual que la del COPI-5-80N, previo a su

entrecruzamiento con los iones calcio.
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En los hidrogeles H-COPI-1-67N el hinchamiento estuvo condicionado por su
mayor contenido de alginato. Nuevamente, tal como se describié para la dosis de 5 kGy
la escision radioinducida del alginato junto con los menores entrelazamientos aportados
por el NIPAAm generan una red menos compacta que se deteriora debido al
intercambio i6nico. Sin embargo, los efectos radioinducidos son menores a los
observados a 5 kGy por utilizarse una dosis menor; lo cual explicaria porque el hidrogel
H-COPI-1-67N mantuvo su estructura hasta la cuarta hora de ensayo.

Para los hidrogeles H-COPI-50N, con mayor contenido de alginato, el
hinchamiento se bas6 fundamentalmente en la menor escisién del mismo respecto al H-
COPI-5-50N permitiendo formar una red mas entrelazada capaz de hincharse
progresivamente.

Por otra parte, a 37 °C, el grado de hinchamiento de todos los hidrogeles es
nuevamente funcion del contenido de NIPAAm en el copolimero empleado para la
obtencion del hidrogel.

En la Figura 6.15, se presentan las curvas de hinchamiento de los hidrogeles
obtenidos a partir de los copolimeros sintetizados con 0,5 kGy (H-COPI-05-80N, H-
COPI-05-67N y H-COPI-05-50N). Los hidrogeles fueron estables para las tres
composiciones, practicamente no hubo deterioro de las perlas en todo el periodo de
ensayo.

Para los copolimeros obtenidos con una dosis de 0,5 kGy no se obtendria
entrecruzamiento de las cadenas laterales del PNIPAAm injertado. Por lo tanto, el
alginato, que a su vez estd menos escindido, proveeria la estructura del gel al
entrecruzarse con los iones Ca*’. En este caso, el PNIPAAm no contribuye a la
estructura tridimensional con entrecruzamientos, pero si con entrelazamientos aportando
mayor rigidez a la red formada a medida que el contenido de NIPAAmM es mayor. Un
mayor contenido de NIPAAmM en e copolimero se traduce en un menor grado de
hinchamiento alcanzado. Para el hidrogel H-COPI-05-50N, con menor contenido de
NIPAAm se alcanza el mayor valor de grado de hinchamiento a 24 °C.

A 37 °C, una vez mas el comportamiento de los hidrogeles esta condicionado por

el contenido de PNIPAAM y a su colapso hidrofobico, limitando el hinchamiento.
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Figura 6.15. Grado de hinchamiento de geles de copolimeros de alginato y PNIPAAmM obtenidos
por irradiacién con 0,5 kGy e hinchados en una solucién acuosa 0,9 %m/v NaCl.
Simbolos: (@) H-COPI1-05-80N a 24 °C (O) H-COPI-05-80N a 37 °C, (l) H-COPI1-05-67N a
24 °C, (J) H-COPI-05-67N a 37 °C, (A) H-COPI-05-50N a 24 °C (A) H-COPI-05-50N a 37 °C.

En la Figura 6.16 se presentan las curvas de hinchamiento para los hidrogeles
obtenidos a partir copolimeros sintetizados con 0,3 kGy. Las perlas del hidrogel
H-COPI-03-50N no pudieron formarse dado que la solucion al 8 %m/m del copolimero
COPI-03-50N no present6 una viscosidad suficiente para mantener la forma de gota al
entrar en contacto con la solucion de iones calcio.

Los hidrogeles H-COPI-03-80N presentaron un buen grado de hinchamiento a 24
°C mientras que la estructura mas compacta a 37 °C mostr6 un menor grado de
hinchamiento haciendo evidente su termosensibilidad. Sin embargo, para el H-COPI-
03-67N los valores de grado de hinchamiento observados a 24 y 37 °C no presentaron
diferencias significativas, lo que podria atribuirse a su menor contenido en NIPAAm (~
30 % molar). Un comportamiento similar se observd para el hidrogel H-COPI-5-50N
cuya composicion estimada en el Capitulo 4 resulté ser menor a un 40 % molar de
NIPAAM.
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Figura 6.16. Grado de hinchamiento de geles de copolimeros de alginato y PNIPAAm obtenidos
por irradiacion con 0,3 kGy e hinchados en una solucion acuosa 0,9 %m/v NaCl.
Simbolos: (@) H-COPI1-03-80N a 24 °C (O) H-COPI-03-80N a 37 °C,
(M) H-COPI-03-67N a 24 °C, (1) H-COPI-03-67N a 37 °C.

La influencia de la temperatura y de las condiciones de sintesis de los copolimeros
(composicién y dosis de radiacion) empleados en la obtencién de los hidrogeles sobre el
grado de hinchamiento puede ser explicada mas facilmente si se grafican en forma
adecuada los datos anteriores.

En las Figuras 6.17 se presenta el grado de hinchamiento a 24 °C para todos los
hidrogeles anteriormente descriptos. Por debajo de la temperatura critica de transicion
del PNIPAAmM, el comportamiento del hidrogel frente al hinchamiento no esta
determinado por uno de los componentes sino que su respuesta se debe a una sumatoria
de factores tales como, escision de las cadenas de alginato, grado de injerto de
NIPAAm, grado de entrecruzamiento y entrelazamientos de las cadenas de PNIPAAM
injertadas. A partir de los valores obtenidos puede concluirse que a ésta temperatura los
hidrogeles que presentan un mejor comportamiento frente al hinchamiento son los que
poseen mayor contenido de NIPAAm (-80N), en particular 1 kGy, mientras que para los
hidrogeles con menor contenido de NIPAAm (-67N y -50N), la dosis de 0,5 kGy

conduce a hidrogeles més estables (no se deterioran durante el ensayo).
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Figura 6.17. Grado de hinchamiento a 24 °C de geles de copolimeros de alginato y PNIPAAmM
obtenidos por irradiacién e hinchados en una solucién acuosa 0,9 %m/v NaCl.
Simbolos: a) (@) H-COPI-5-80N, (O) H-COPI-1-80N, (A) H-COPI-05-80N, (A) H-COPI-03-80N
b) (H) H-COPI-5-67N, (1) H-COPI-1-67N, (X) H-COPI-05-67N, (*) H-COPI-03-67N y
c) (¢) H-COPI-5-50N, (<>) H-COPI-1-50N, (-) H-COPI-05-50N.
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Figura 6.18. Grado de hinchamiento a 37 °C de geles de copolimeros de alginato y PNIPAAmM
obtenidos por irradiacion e hinchados en una solucién acuosa 0,9 %m/v NaCl.
Simbolos: a) (@) H-COPI-5-80N, (O) H-COPI-1-80N, (A) H-COPI-05-80N, (A) H-COPI-03-80N
b) (H) H-COPI-5-67N, ((J) H-COPI-1-67N, (X) H-COPI-05-67N, (*) H-COPI-03-67N y
c) (®) H-COPI-5-50N, (<>) H-COPI-1-50N, (-) H-COPI-05-50N.
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Los ensayos de hinchamiento realizados a 37 °C arrojan resultados determinantes
en cuanto al efecto de la dosis en el injerto del NIPAAm sobre el alginato (Figuras
6.18). A esta temperatura el hinchamiento del hidrogel estd determinado por el
contenido de PNIPAAm en el copolimero obtenido por irradiacion. En todos los casos
se observa que para una misma composicion de la mezcla de reaccion, una mayor dosis
aplicada da como resultado un mayor contenido de NIPAAm en el copolimero. Esto da
como resultado un hidrogel que presenta una mayor contraccion de la red cuando se
trabaja a temperaturas por encima de la LCST del PNIPAAmM y se alcance, por
consiguiente, un menor grado de hinchamiento. El grado de hinchamiento de los
hidrogeles, a 37 °C, aumenta con la disminucion de la dosis empleada en la sintesis de
los copolimeros (con excepcion del hidrogel H-COPI1-03-67N). A esta temperatura no se
observa un deterioro del hidrogel en el tiempo lo cual puede deberse a que las cadenas
de PNIPAAmM expone los grupos metilos hidrofobos limitando el ingreso de agua y por
consiguiente el intercambio entre Na* y Ca*".

Por otra parte, se obtuvieron también hidrogeles empleando los copolimeros
obtenidos por sintesis quimica (Capitulo 5). La composicion de estos copolimeros se
estimo en aproximadamente un 30 % molar de unidades repetitivas del polimero
termosensible (PNIPAAmM de mayor y menor masa molar, COPQ-H y COPQ-L, y
P(NIPAAmM-co-NTBAAm), COP-C).

Para obtener éstos hidrogeles se prepararon soluciones al 4 %m/v, puesto que
éstas presentaban la mejor formacion de perlas al gotearlas sobre las soluciones al 2
%m/v CaCl,. Los ensayos de hinchamiento para los hidrogeles H-COPQ-L, H-COPQ-H
y
H-COPQ-C se llevaron a cabo a temperatura ambiente (24 °C), a 45 °C para estar por
encima de la temperatura de transicion y, en una etapa posterior, a raiz de que a 45 °C
no se observaron cambios significativos en el grado de hinchamiento se realizaron
medidas a una temperatura superior (60 °C). Los resultados se presentan en las Figuras
6.19,6.20y 6.21.

Por otra parte, en estos copolimeros se empled un alginato diferente al utilizado en
la sintesis de los copolimeros por irradiacion razon por la cual sera practicamente

imposible comparar los resultados de grado de hinchamiento obtenidos en ambos casos.
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Figura 6.19. Grado de hinchamiento en funcién del tiempo de geles obtenidos empleando
COPQ-L (H-COPQ-L) hinchados en una solucion acuosa 0,9 %m/v NaCl.
Simbolos: (@) T=24°C, () T=45°Cy (A) T =60°C.
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Figura 6.20. Grado de hinchamiento en funcidn del tiempo de geles obtenidos empleando
COPQ-H (H-COPQ-H) hinchados en una solucion acuosa 0,9 %m/v NacCl.
Simbolos: (@) T=24°C, (M) T=45°Cy (A) T =60 °C.
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Figura 6.21. Grado de hinchamiento en funcidon del tiempo de geles obtenidos empleando
COPQ-C (H-COPQ-C) hinchados en una solucion acuosa 0,9 %m/v NacCl.
Simbolos: (@) T=24°C, () T=45°Cy (A) T =60°C.

En los hidrogeles obtenidos a partir de copolimeros alginato-g-PNIPAAmM
(H-COPQ-L y H-COPQ-H) se obtuvieron valores importantes de grado de
hinchamiento a 45 °C los cuales se mantuvieron constantes por mas de 6 horas de
inmersion en la solucion acuosa. Sin embargo, no hubo una transicion notable en la
estructura de estos hidrogeles por el cambio de temperatura entre 24 y 45 °C. Tampoco
se observaron diferencias en el grado de hinchamiento variando la longitud de las
cadenas de PNIPAAmM (L y H) injertadas en el alginato.

El hidrogel H-COPQ-C presentd, a 24 °C, la menor estabilidad deteriorandose
después de la segunda hora de ensayo, mientras por un aumento de la temperatura sélo
extendié en una hora la estabilidad de las perlas.

Si bien los hidrogeles formados presentaron la transicion hidrofilica/hidrofobica al
ser ensayados a 37 °C, siendo evidente en la apariencia de las mismas (presentando el
color blanco caracteristico), el grado de hinchamiento de los hidrogeles no cambid
substancialmente a las temperaturas estudiadas. Dicho comportamiento condujo a la
hipdtesis, que quizads la utilizacion de una solucién de los copolimeros menos
concentrada, que la utilizada para la formacion de hidrogeles con los copolimeros por

irradiacion H-COPI, diera lugar a materiales menos rigidos (los cuales alcanzarin un
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mayor grado de hinchamiento). A su vez, la menor rigidez, haria que el PNIPAAm al
contraerse no pueda formar una estructura compacta por el menor numero de
entrelazamientos y por consiguiente no se osbserve la termosensibilidad en el hidrogel.
Por ésta razdn, se decidi6 preparar hidrogeles con una solucion del COPQ-L al 8 %m/m.
y se eligieron como temperaturas de ensayo 24 y 37°C. En la Figura 6.22 se presenta el
grado de hinchamiento para el hidrogel H-COPQ-L preparado a partir de una solucion
al 8% m/m. Estos resultados corroboran que un aumento en la concentracién de la
solucion de polimero, se traduce en un menor grado de hinchamiento (mayor densidad
de entrecruzamientos). Sin embargo, el aumento en la concentracién, no dié lugar a una
respuesta distinta del hidrogel frente a la temperatura. Los hidrogeles obtenidos no
presentan una termosensibilidad significativa, presentando valores similares de grado de
hinchamiento a temperatura ambiente (24 °C) y a 37 °C.

RH (g/g)

t (h)

Figura 6.22. Grado de hinchamiento en funcion del tiempo de geles obtenidos empleando una
solucion al 8 % COPQ-L (H-COPQ-L) hinchados en una solucién acuosa 0,9 %m/v NaCl.
Simbolos; (@) T =y 24°Cy (l) T =37°C.

La ausencia de termosensibilidad observada en los hidrogeles formados por los
copolimeros COPQ-L, COPQ-H y COPQ-C puede ser atribuida a la composicion del
copolimero. Al igual que lo observado para los hidrogeles H-COPI-5-50N y H-COPI-
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03-67N, en los cuales el contenido de NIPAAm en los copolimeros es de alrededor de
35 %, los hidrogeles de los copoimeros COPQ-L, COPQ-H e HCOPQ-C no presentan
un grado de hinchamiento que cambie substancialmente con la temperatura. Sabiendo
que el contenido de NIPAAm de los copolimeros COP-L, COP-H y COP-C es de
alrededor de un 30 %, es razonable que no se refleje en el hidrogel el comportamiento
termosensible del copolimero de partida. De todos modos, un aumento en la
concentracion de la solucion a partir de la cual se obtiene el hidrogel, le aporta una
mayor densidad de entrecruzamientos lo cual se traduce en una mayor estabilidad de los
hidrogeles (se alcanzan 8 horas de ensayo con las perlas en buenas condiciones).

Al comparar los perfiles de hinchamiento de los hidrogeles obtenidos a partir de
los copolimeros sintetizados por irradiacion y los copolimeros preparados por
condensacion, es posible observar que, en estos ultimos, se alcanza un maximo en el
grado de hinchamiento en el término de las primeras 3 horas, resultado observado
también por otros autores (Kim y col., 2005). Por otra parte, el hinchamiento de los
hidrogeles de los copolimeros sintetizados por irradiacion fue mas progresivo,
aumentando paulatinamente, en la mayoria de los casos, en todo el intervalo de tiempo

estudiado.

6.4 Estudios de liberacidn controlada de principios activos
6.4.1 Equipamiento utilizado

Para llevar a cabo las experiencias se utiliz6 una adaptacion de las celdas de Franz
disponibles en PLAPIQUI. En la Figura 6.23 se presenta una fotografia del sistema
empleado en los ensayos de liberacion de principios activos a partir de algunos de los
hidrogeles caracterizados previamente. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado.

Se utilizaron los compartimentos inferiores, denominados receptores, de las celdas
de Franz, utilizadas cominmente para el estudio de la difusion a través de membranas
porosas. Los mismos consisten en vasos de vidrio termostatizados mediante la
circulacion de agua a través de una camisa externa. Cada celda esta colocada sobre un
agitador magnético que homogeniza la concentracion y temperatura del medio receptor.
El sistema de celdas fue termostatizado a 37 °C. La agitacién de las soluciones se eligio
de manera tal que fuera lo suficientemente enérgica para asegurar la répida
homogenizacion del medio, minimizando asi posibles gradientes de concentracion en

las mismas. A su vez, se control6 la agitacion de modo tal que sea la misma en las tres
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celdas y que no generara turbulencias dentro de la celda que pudieran introducir
burbujas dentro del sistema.

Figura 6.23. Fotografia del sistema empleado para la determinacion de la cinética de liberacién
de principios activos a 37 °C. Se observan las tres celdas empleadas conectadas en linea a un
bafio termostatizado.

Cada celda posee una boca principal superior por donde se colocaron las bolsas
permeables con el material a ensayar y por donde se realizd la toma de muestra
empleando una jeringa de 5 mL provista de una sonda platica con filtro. La sonda, de
aproximadamente 10 cm de longitud, permitié realizar una cdmoda toma de muestra
desde el seno de la solucion receptora. Las celdas poseen ademas un brazo lateral por
donde se repone el volumen equivalente a la solucién salina extraida en la toma de

muestra (Figura 6.24).
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Figura 6.24. Fotografia de una de las celdas utilizadas para los estudios de liberacion. En la
misma se puede observar la bolsa porosa conteniendo en su interior perlas de uno de los
hidrogeles cargados con el principio activo.

6.4.2 Determinacion de los materiales a utilizar como sistemas de liberacion

En funcion de los resultados obtenidos para el hinchamiento de los hidrogeles se
seleccionaron para los ensayos de liberacion los hidrogeles preparados a partir de
copolimeros de injerto con alto contenido en PNIPAAmM sintetizados por radiacion.
Estos hidrogeles presentaron un mayor caracter termosensible y por consiguiente un
menor grado de hinchamiento a 37 °C por lo que la liberacion del principio activo
estaria termo-regulada. Para estudiar el efecto de las variables de la sintesis de los
copolimeros precursores de los hidrogeles sobre los perfiles de liberacion se eligio la
serie con mayor contenido de NIPAAm (H-COPI-5-80N, H-COPI-1-80N, H-COPI-05-
80N y H-COPI-03-80N) en donde se vario la dosis de radiacion y la serie obtenida con
0,5 kGy de radiacién, variando el contenido de NIPAAm (H-COPI-05-80N, H-COPI-
05-67N y H-COPI-05-50N).

6.4.3 Determinacion del farmaco a utilizar para los ensayos de liberacion

En cuanto a los principios activos a utilizar, se eligieron tres farmacos
ampliamente utilizados: indometacina, ofloxacina y atenolol, ya que los tres permiten su
cuantificacion a partir de una medicion de absorbancia en el espectro ultravioleta, las
estructuras moleculares se presentan en las figuras 6.25 para la indometacina, 6.26 para

la ofloxacina y 6.27 para el atenolol.
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La indometacina es un principio activo del tipo antiinflamatorio no esteroide que
se indica para el alivio del dolor, fiebre e inflamacion en pacientes con osteoartritis,
artritis reumatoide, dolor muscular, entre las afecciones mas comunes. Se suministra por
via oral o rectal, con una dosificacion de 25, 50 y 100 mg diarios (Clinical
Pharmacology, 2009a). La ofloxacina es un antibidtico sintético utilizado para el
tratamiento de las infecciones urinarias moderadas o leves, prostatitis, infeccion del
tracto respiratorio inferior e infecciones de la piel, entre otras. La ofloxacina se puede
administrar por via oral, intravenosa y oftalmica. Su posologia es de alrededor de 400
mg diarios (Clinical Pharmacology, 2009b). Finalmente el atenolol, es un farmaco del
grupo de los beta blogueantes, una droga usada primariamente en enfermedades
cardiovasculares, como hipertension, enfermedades coronarias, arritmia, e infarto de
miocardio después del evento agudo. Las vias de administracion son oral e intravenosa
y su posologia varia entre 25 y 100 mg diarios (Thompson, 1977; Gurni y Felt, 2003;
Clinical Pharmacology, 2009a y 2009b; Wander y col. 2009).
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Figura 6.25. Estructura molecular de la Indometacina
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Figura 6.27. Estructura molecular del Atenolol
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De los tres principios activos descriptos, el primero en ser descartado para su uso
como farmaco modelo en los ensayos de liberacion fue la indometacina, dado que
presenta una muy baja solubilidad en solucion acuosa: 0,937 mg/L. La ofloxacina
presenta una mayor solubilidad que la indometacina a pH 7 pero igualmente
relativamente baja: 3,23 mg/mL (Gurni y Felt, 2003). El atenolol posee una solubilidad
en agua de 26,5 mg/mL a 37 °C (Wander y col. 2009).

Teniendo en cuenta los valores de solubilidad, se realizaron pruebas para cargar
los principios activos seleccionados (ofloxacina y atenolol) en los hidrogeles. Para esto,
se estudié en una primera etapa la carga de los principios activos en perlas de alginato
de calcio. Se cargaron asi perlas de alginato de calcio hinchadas (sin experimentar el
proceso de deshidratacion) por inmersion en una solucion de farmaco de concentracién
conocida, cuantificando la disminucion de la concentracion del farmaco en la solucion
en funcion del tiempo de inmersion.

A fin de no utilizar soluciones concentradas de los principios activos (cercanas a
la saturacion), se eligio preparar una solucion conteniendo 1,5 mg de ofloxacina en 25
mL de agua y una solucién conteniendo 25 mg de atenolol en 25 mL de agua, utilizando
agua destilada de pH~5,5. Para favorecer la solubilidad de las drogas utilizadas los
matraces con la solucién se colocaron en un sonicador por un periodo de 15 minutos.

Utilizando pipetas de doble aforo se colocaron 5 mL de cada solucion en tres
conjuntos de viales de vidrio, a los cuales se les colocd una masa de aproximadamente
0,2 g de perlas de alginato de calcio preparadas a partir de una solucion al 1 %m/v de
alginato de sodio, con un tiempo de inmersion de 24 horas en una solucion al 2 %m/v
CaCl,. Luego de una hora de inmersion se retiraron las perlas del primer conjunto de
viales (uno con solucién de atenolol y otro con solucidén de ofloxacina) y se dejaron
secar a temperatura ambiente. EI mismo procedimiento se realizd luego de 4 y 20 h de
inmersién. Se obtuvieron asi, para cada farmaco, tres soluciones residuales que
contuvieron las perlas por 1, 4 y 20 horas, y las perlas resultantes de estos periodos de
inmersion.

Las soluciones de los viales se diluyeron en una proporcién 1:10 y se cuantifico la
concentracion del farmaco mediante espectrofotometria UV. Para determinar la longitud
de onda donde cuantificar cada farmaco se realizd previamente un espectro de la
solucién seleccionando la longitud de onda donde se produce un maximo de absorcion:

A =293 nm para la ofloxacina y A = 274 nm para el atenolol.
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Las curvas de calibracidn realizadas para la cuantificacion de cada farmaco se
presentan en el Anexo IV. A partir de los valores de absorbancia se determind la
concentracion de farmaco en la solucion inicial y final (luego de la inmersion de las
perlas por distintos tiempos). Por otro lado, se calculé el contenido de perlas secas en la
masa de perlas hinchadas y con este dato se estimé el porcentaje de carga, expresandolo
como mg de farmaco contenido en 100 mg de perlas de alginato de calcio secas. Para
corroborar estos valores se coloco las perlas cargadas en 1 mL de solucion buffer de pH
= 7 con base en fosfatos lo cual permitié el intercambio entre iones Na* y Ca*?
liberandose en la solucién la carga del farmaco. Posteriormente se cuantificé la
concentracion de farmaco en la solucion previa centrifugacion para separar las

particulas en suspensién Tablas 6.1y 6.2.

Tablas 6.1. Porcentaje de carga de ofloxacina en perlas de alginato de calcio.

0, 0,

TIE(}E;pO A [MJd [MIe 2:1950;?7 Carga  Mperts Ca/roga Ca/roga
0 0448 14510° 72510° o131 (M9 (MQ)  “gc P

1 0,426 1,3810° 6,8910° 0,125 0,006 1,267 051 0,55

4 0,422 1,3710° 6,8310° 0,123 0,008 1,388 0,55 0,51

20 0,417 1,3510° 6,7510° 0,122 0,009 1,316 069 0,56

Las Tablas 6.1 y 6.2 presentan las absorbancias medidas para cada una de las
soluciones (A), la concentracion molar del farmaco en la solucion diluida (1:10) [M]q4
calculada siguiendo la Ley de Lambert-Beer a partir de los valores de absorbancia vy la
concentracion molar correspondiente a la solucion concentrada de partida [M].. A su
vez, se establecen los valores de mg de farmaco presentes en los 5 ml utilizados y
haciendo la diferencia con el contenido inicial se calcularon los mg de farmaco cargado
(Carga). En base a los mg de perlas secas se estimaron los valores de % de carga
expresada como mg de farmaco por 100 mg de perlas secas. La Gltima columna
muestra los porcentajes de carga calculados en base a los resultados de absorbancia

promediadas para las soluciones de las perlas disueltas.

Tabla 6.2. Porcentaje de carga de atenolol en perlas de alginato de calcio.

0, 0,

Tliﬂ;po A [M]d [M]. mg5ArtTe11 " caga Mperlas Ca/roga Ca/roga
0 0482  38510° 19310° 2566 (M9 (mg) SC P

1 0471  37710° 18810° 2508 0059 127 463 837

4 0475  38010° 1,9010° 2529 0037 135 277 822

20 0,470 3,76 10" 1,88 10° 2,502 0,064 1,31 4,89 8,14
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Los resultados obtenidos para la carga de ofloxacina a partir de la solucién del
farmaco y a partir de la destruccion de las perlas cargadas son similares obteniéndose
valores de aproximadamente 0,5 a 0,6 mg de ofloxacina por cada 100 mg de perlas
secas. La carga de ofloxacina es similar para los tres tiempos de inmersion estudiados
indicando que la concentracion del farmaco dentro de las perlas alcanza rapidamente el
equilibrio y un mayor tiempo de inmersion no aumenta significativamente el valor de
carga obtenido. Por otra parte, los niveles de carga alcanzados indican que no podria
usarse para una administracién por via oral ya que para una dosis de 400 mg diarios el
paciente deberia ingerir no menos de 70 gramos de polimero, lo que representaria una
importante cantidad de hidrogel en su sistema digestivo.

Los resultados para el atenolol fueron méas promisorios, obteniéndose mayores
porcentajes de carga que en el caso de la ofloxacina. Evidentemente se ha cometido un
error en la cuantificacion de la concentracion de atenolol en la solucién final luego de 4
h de inmersion de las perlas el cual pudo haberse debido a una pobre homogenizacion
de la solucién antes de la toma de muestra para la dilucion. Por otra parte, se obtuvo
practicamente el doble de porcentaje de carga mediante la cuantificacion de las perlas
cargadas. De todas maneras es claro que la carga del atenolol es mayor que la
ofloxacina debido fundamentalmente a la mayor concentracién y mayor solubilidad en
agua del farmaco.

A partir de estos resultados, se eligio utilizar atenolol como farmaco para los

estudios de liberacion a partir de los hidrogeles termosensibles preparados.

6.4.4 Carga de los materiales con atenolol y cuantificacion de su carga

Habiendo seleccionado al atenolol como farmaco modelo, se eligié cargar los
hidrogeles termosensible de tal manera de obtener una mayor relacion farmaco/hidrogel.
Se prepard una solucién del farmaco conteniendo 5 mg de atenolol por mL de solucién;
para facilitar la disolucion se coloco el recipiente en un sonicador por un periodo de 30
minutos. Esta solucion acuosa de atenolol se utiliz6 como solvente para la preparacion
de las soluciones de copolimeros (8 %m/m) y también como solvente de la solucion de
CaCl, al 2 %m/v. De esta manera, se disminuyd la pérdida de farmaco por difusion ya
que en todas las soluciones su concentracion era equivalente. Las perlas de hidrogel

formadas se mantuvieron en la solucion de calcio por el término de 24 horas, siguiendo
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el mismo procedimiento que en la formacion de hidrogeles descripto en la seccién
anterior y luego se dejaron secar a temperatura ambiente.

La medicion de la carga de atenolol en las perlas obtenidas se realiz6 por
triplicado, colocando alrededor de 11/12 mg de hidrogel seco en 5 mL de solucién
buffer pH = 7 de fosfatos. Luego de 24 horas de inmersién en la solucion buffer, la
solucion se centrifugo, se filtrd el sobrenadante y nuevamente se centrifugé a fin evitar
una cuantificacion errénea mediante la lectura de absorbancia de las soluciones. Los
resultados se presentan en la Tabla 6.3, obteniéndose valores de entre 6,8 y 8,3 mg de
atenolol cada 100 mg de hidrogel seco.

A partir de los datos de la Tabla 6.3 y para que una liberacion del 25 % del
farmaco absorbido presente una absorbancia mayor o igual a 0,200 se trabajara con
aproximadamente 70 mg de perlas de hidrogel en cada celda siendo el volumen total del
medio receptor de 25 ml.

Tablas 6.3. Carga de atenolol en los hidrogeles seleccionados como sistemas de liberacion

Solucion atenolol Perlas
Muestra A C n (moles) m (g) m () Carga pr(c:)ﬁ:ggio
0,
(mol/L) en5mL en5mL (%m/m) (%m/m)
0,772 6,07 10 3,03 10° 8,0810* 10,0115 7,02
H'CB(SEM‘ 0719 56510° 2.8210°  7.5210% 00122 617 6,78
0,847 6,65 10™ 3,3310° 8,86 10* 10,0124 7,15
0,842 6,62 10™ 3,31 10° 8,8110* 10,0120 7,34
H'ngs"l‘ 0960 75410  37710°  10010% 00127 7091 8,13

1,031 8,10 10™ 4,05 10 1,0810* 0,0118 9,14

0,989 7,77 10" 3,89 10° 1,0310* 0,0114 9,08
H-COPI- 0,886  6,9610*  3,4810° 9,27 10* 10,0112 8,28
05-80N 0,790 6,2110*  3,1010° 8,27 10" 0,0117 7,06
0,942  7,4010*  3,7010° 9,86 10* 10,0110 8,96

8,34

0,729 5,73 10* 2,86 10° 7,6310% 0,0113 6,75

"é‘éfgm' 0,742 58310% 29110° 7,7610° 00117 664 695
0,877  6,8910" 3,45 10° 9,1810* 10,0123 7,46
0,852 6,69 10™ 3,3510° 8,9110* 10,0117 7,62

"é‘scfg)m' 0889 69810% 34910° 93010% 00115 8,09 8,06
0,899 7,06 10™ 3,5310° 9,4110* 0,0111 8,47
0,850 6,68 10™ 3,34 10° 8,8910* 10,0120 7,41

"é‘scfgm' 0,802 63010° 31510° 83910° 00124 677  7.23

0,911 7,16 10™ 3,58 10°° 9,5310* 0,0127 7,51
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6.5 Ensayos de liberacion

Para los ensayos de liberacion se utiliz6 como medio receptor una solucién acuosa
de NaCl al 0,9 %m/v (solucién fisioldgica). Previo a cada ensayo se coloco el volumen
total de medio receptor a utilizar en una probeta y la misma se llevd a temperatura
sumergiéndola en el bafio termostatizado. Una vez alcanzada la temperatura deseada la
probeta se coloco en un sonicador para eliminar pequefias burbujas de aire contenidas
en el liquido, evitandose la adherencia de burbujas de aire en la superficie de las perlas.

Se colocaron 25 mL de solucién en cada una de las celdas receptoras y el resto de
la solucién se coloc6 nuevamente dentro del bafio termostatizado para ser utilizada
como medio de reposicion. Esto permite minimizar el gradiente de temperatura al
reponer el volumen extraido. Antes de comenzar la experiencia se controlé que en las
tres celdas el volumen de medio afiadido haya alcanzado la temperatura de trabajo (37
°C). Las perlas de los hidrogeles cargados con atenolol se colocaron en pequefias bolsas
permeables, de modo tal que permitan el pasaje del medio acuoso asegurando la
retencion de las perlas.

La toma de muestra para realizar la cuantificacion del atenolol se realizé a los 5,
15, 30, 45 y 60 minutos de comenzado el ensayo de liberacion y luego a intervalos de
una hora hasta alcanzar las 4 horas de ensayo. El volumen de la alicuota tomada en cada
muestreo fue de 1,5 mL, considerando que es el volumen minimo necesario para ser
medido en el espectrofotometro UV utilizando microceldas de cuarzo. De esta manera
el volumen extraido en cada toma de muestra fue inferior al 10 % del volumen total de

solucion receptora de modo tal de minimizar los errores sistematicos.

6.5.1 Determinacion de atenolol mediante espectrofotometria UV

Se determind la concentracion de atenolol a A = 274 nm empleando las alicuotas
tomadas a cada tiempo de la solucion receptora. Para realizar la cuantificacion del
farmaco liberado se hicieron los calculos correspondientes teniendo en cuenta el efecto
de dilucién en cada una de las tomas por la reposicion del volumen correspondiente de
solucion salina.

En las Figuras 6.28 a 6.33 se presentan los perfiles de atenolol liberado en funcion
del tiempo para los hidrogeles seleccionados (Tabla 6.3).

Los perfiles de liberacién obtenidos para todos los hidrogeles estudiados

presentan un comportamiento similar. A los 5 minutos de ensayo se alcanza un 50 % de
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liberacion y el atenolol liberado aumenta progresivamente durante la primera hora de
ensayo obteniéndose luego una meseta en la cantidad de farmaco liberada, excepto para
el hidrogel H-COPI-5-80N. Los hidrogeles ensayados presentan luego una liberacion
muy baja, no mas de un 2 % en el término de las 3 horas posteriores y no mas de un 4 %
luego de las 20 horas.

Los hidrogeles obtenidos a partir de los copolimeros sintetizados con distintas
dosis de radiacion, partiendo de la mezcla inicial con mayor contenido de NIPAAm
(80 % NIPAAmM), presentaron grados de hinchamiento marcadamente diferentes a 37
°C, lo cual podria dar lugar a diferentes perfiles de liberacién. Sin embargo, tanto los
perfiles como el porcentaje de atenolol liberado luego de 4 horas de ensayo fue similar
para todos los hidrogeles excepto el obtenido con el copolimero sintetizado con la
mayor dosis de radiacion (H-COPI-5-80N) el cual presentd el menor grado de
hinchamiento (Figura 6.34). Los porcentajes de liberacion alcanzados para los
hidrogeles obtenidos con los copolimeros sintetizados con dosis de 1, 0,5y 0,3 kGy son
similares, pero el hidrogel H-COPI-1-80N (1 kGy de dosis) presenta una liberacion mas
lenta en la primera hora. Algo similar ocurre con el hidrogel H-COPI-5-80N (5 kGy de
dosis) indicando que el bajo grado de hinchamiento de estos hidrogeles produce una
liberacion inicial mas lenta.

Los resultados obtenidos en las experiencias de liberacion analizadas en esta tesis
son preliminares, pero permiten obtener algunas conclusiones interesantes. De los
copolimeros sintetizados, aquel con el mayor contenido de PNIPAAmM (~ 90 %), COPI-
5-80N presento el maximo porcentaje de liberacion de atenolol a partir de un proceso
maés gradual. En contraposicion, el copolimero con menor contenido de PNIPAAm (~
20 %), COPI-03-50N, present6 el menor porcentaje de liberacion alcanzado a las cuatro
horas de ensayo, con el comportamiento menos gradual en el intervalo inicial de 60
minutos. Para el resto de los copolimeros ensayados, con composiciones entre un 50 y
80 % en PNIPAAM no se obtuvieron valores de % L marcadamente distintos aunque el
material con un contenido ~ 80 %, COPI-1-80N se diferenci6 de éstos por presentar una
liberacién mas gradual, comportamiento que puede estar asociado a su alto contenido en
PNIPAAM.
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Figura 6.28. Perfil de liberacién de atenolol a 37 °C a partir del hidrogel H-COPI-5-80N
cargado con 6,78 % de farmaco empleando una solucion acuosa 0,9 %m/v NaCl como
solucién receptora.
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Figura 6.29. Perfil de liberacion de atenolol a 37 °C a partir del hidrogel H-COPI-1-80N
cargado con 8,13 % de farmaco empleando una solucién acuosa 0,9 %m/v NaCl como solucion
receptora.
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Figura 6.30. Perfil de liberacién de atenolol a 37 °C a partir del hidrogel H-COPI-05-80N
cargado con 8,34 % de farmaco empleando una solucion acuosa 0,9 %m/v NaCl como solucion

receptora.
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Figura 6.31. Perfil de liberacion de atenolol a 37 °C a partir del hidrogel H-COPI-05-67N
cargado con 6,95 % de farmaco empleando una solucion acuosa 0,9 %m/v NaCl como solucion
receptora.

157



Capitulo 6 - Hidrogeles y Liberacion Controlada de Principios Activos

100 -
80 -
— 60 -
0 - ] —m
Y
3
N 40 |
20 -
O . T T T 1
0 60 120 180 240
t (min)

Figura 6.32. Perfil de liberacién de atenolol a 37 °C a partir del hidrogel H-COPI-05-50N
cargado con 8,06 % de farmaco empleando una solucion acuosa 0,9 %m/v NaCl como solucion

receptora.
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Figura 6.33. Perfil de liberacion de atenolol a 37 °C a partir del hidrogel H-COPI-03-80N
cargado con 7,23 % de farmaco empleando una solucién acuosa 0,9 %m/v NaCl como solucion
receptora.
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Figura 6.34. Perfil de liberacién de atenolol a 37 °C a partir de hidrogeles cargados empleando
una solucién acuosa 0,9 %m/v como solucion receptora. Simbolos: (ll) H-COPI-5-80N,
(A) H-COPI-1-80N, (@) H-COPI-05-80N y (¢) H-COPI-03-80N.

Al estudiar el perfil de liberacion de los hidrogeles obtenidos a partir de los
copolimeros sintetizados con 0,5 kGy (Figura 6.35), no se observan diferencias
significativas para los hidrogeles con mayor contenido de NIPAAm (H-COPI1-05-80N y
H-COPI-05-67N). Sin embargo, pese a que posee un mayor grado de hinchamiento, el
hidrogel obtenido a partir del copolimero con menor contenido de NIPAAmM presenta
una liberacidbn mas lenta y un menor porcentaje de liberacion luego de 4 horas de
ensayo.

Al relacionar los resultados de los ensayos de hinchamiento con los de liberacion,
es posible observar que el aumento en el hinchamiento de los hidrogeles en el término
de 4 horas no implica un incremento de la liberacién de atenolol en igual proporcion. El
grado de hinchamiento alcanzado en el término de 60 minutos es suficiente para
alcanzar un equilibrio con el medio receptor y liberar asi el contenido de atenolol libre
presente en el hidrogel. Podria suponerse entonces que el atenolol no liberado
permanezca en el hidrogel debido a una asociacién entre las moléculas del farmaco y el
copolimero que forma el hidrogel. A priori, podria pensarse que esa mayor afinidad se

produciria cuanto mayor es el contenido de alginato en el copolimero. Por lo tanto se
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plantea como hipdtesis para trabajos futuros que a 37 °C la contraccion del PNIPAAmM
generaria un medio hidrofobico en el interior del hidrogel, que expulsaria al atenolol por
su carécter hidréfilo y ayudando a una mayor liberacion, como es el caso del hidrogel
H-COPI-5-80N.

100 -
80 -

A A A
Gy - = =
X
-
xX

t (min)
120 180 240

Figura 6.35. Perfil de liberacion de atenolol a 37 °C a partir de hidrogeles cargados empleando
una solucién acuosa 0,9 %m/v como solucion receptora. Simbolos: (@) H-COPI-05-80N,
(A) H-COPI-05-67N y (H) H-COPI-05-50N.

En la Figura 6.36, se presenta el perfil de liberacidon obtenido para un hidrogel de
alginato de calcio, obtenido a partir de una solucion al 1% de alginato de sodio,
comparado con el perfil de liberacion del hidrogel H-COPI-5-80N. Debido a que la
densidad del material en uno y otro hidrogel son distintos, esta comparacion se plantea
solo para mostrar que para el alginato de calcio, la liberacion es inmediata y no presenta
una liberacion gradual. La incorporacion del PNIPAAmM a la red aporta un control en la
liberacién al limitar el hinchamiento del material. La exposicion de los grupos
hidrofobicos por parte del PNIPAAmM a temperaturas por encima de su LCST le
transfiere al hidrogel obtenido una regulacion en la difusion del medio a través del
material lo que limita la liberacion del atenolol. El porcentaje de liberacién para el

alginato de calcio es superior al resto de los hidrogeles ensayados, lo que podria
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contradecir la conclusion obtenida en cuanto a que un mayor contenido de alginato
retiene en mayor medida al atenolol, pero dado que el material logrado est4d menos
entrecruzado, es esperable que el hinchamiento sea mayor y esto conduzca a una

liberacién mas efectiva.
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Figura 6.36- Perfiles de liberacion de atenolol a 37°C a partir de hidrogeles cargados
empleando una solucion acuosa 0,9 %m/v NaCl como solucién receptora.
Simbolos: (o)alginato de calcio y (ll) H-COPI-05-80N.

6.6 Conclusiones

La formacion de hidrogeles presenta una serie de variables determinantes a la hora
de estudiar el grado de hinchamiento de los hidrogeles obtenidos. A partir de los
ensayos realizados se definieron algunos de los parametros que permitieron optimizar
las condiciones de estudio de los hidrogeles obtenidos. A continuacidén se describen
algunas de las conclusiones mas relevantes:

e La formacién de hidrogeles por goteo resulté un método eficaz para la formacién de
perlas. Aunque la distribucién de tamafos en las perlas es un factor que influye en el
grado de hinchamiento méaximo del hidrogel y, por su variabilidad se convierte en
una desventaja del método, fue elegido por su simplicidad y por ser un camino rapido

en la obtencién de los hidrogeles. La preparacion de films hubiera requerido un
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estudio més detallado de las caracteristicas del material, como espesor, masa, efectos
de borde, etc.

La fuerza idnica del medio influye en el grado de hinchamiento de los hidrogeles,
presentando una buena respuesta de los mismos para una concentracién de 0,9 %m/v
NaCl, concentracion equivalente a la de la solucion fisiolégica. La solucion
fisiolégica es ampliamente utilizada en medicina ya que presenta compatibilidad con
los organismos vivos debido a sus caracteristicas de fuerza osmotica, pH y fuerza
ionica.

Los ensayos de hinchamiento realizados a distintos pH deberian profundizarse
eliminando el efecto de ciertos iones presentes, como es el caso de los fosfatos en la
solucion buffer de pH = 7. Hasta el momento puede concluirse que un pH &cido, que
se encuentre por encima del pKa del alginato, aumenta la absorcion del medio
porque los grupos carboxilicos del alginato se encuentran desprotonados. Esto es
importante porque se generan repulsiones electrostaticas entre los grupos ionizados
que favorecerian la incorporacion del medio acuoso (Kim y col. 2002). Un pH
superior a 10 limita fuertemente la absorcion del medio por el efecto de
apantallamiento de los iones positivos, ya que estos presentan una alta movilidad
respecto a los grupos hidrofilicos cargados negativamente y limitan de esta manera la
flexibilidad de la red (Shiy col., 2013).

El mayor tiempo de curado de las perlas en la solucion de CaCl, 2% (m/v) no
produjo una diferencia importante en el grado de hinchamiento. Posiblemente el
pequefio tamarfio de las perlas permita alcanzar un equilibrio con la solucién de iones
calcio mas rapido que el que podria ocurrir en un material mas entrecruzado.

El tamafio de las perlas tiene un efecto importante en el grado de hinchamiento de los
hidrogeles preparados. Un mayor tamafio de perla permite un hinchamiento mas
controlado y prolongado en el tiempo. Perlas pequefias alcanzan rapidamente su
méaxima absorcion para luego deteriorarse; el hidrogel se desintegra al perder los
puntos de entrecruzamiento generados por los iones calcio.

La concentracion de la solucion de polimero empleada para formar las perlas es un
factor determinante del grado de hinchamiento alcanzado. El hidrogel obtenido a
partir de una solucion més diluida estara menos entrecruzado y la red sera mas
flexible. El hidrogel méas entrecruzado serd mas rigido y tendra un menor grado de

hinchamiento. Los resultados obtenidos fueron similares tanto para los hidrogeles
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obtenidos a partir de los copolimeros sintetizados por irradiacion (Capitulo 5) como
para aquellos obtenidos a partir de la reaccion de condensacién (Capitulo 6).

Tanto el grado de entrecruzamiento, determinado por el tiempo de inmersion de las
perlas en la solucion de iones calcio, como la concentracion de la solucién de
copolimero que daré origen a las mismas, son dos factores importantes en el analisis
de los resultados obtenidos. En este trabajo dichos pardmetros se fijaron a fin de
poder comprar los resultados obtenidos

Considerando la temperatura como factor clave en los materiales termosensibles por
su contenido en PNIPAAm, cabe destacar que:

o Los hidrogeles estudiados presentaron un grado de hinchamiento a 24 °C
marcadamente superior al grado de hinchamiento obtenido a 37 °C para todos
los hidrogeles en los cuales el copolimero empleado poseia un contenido de
PNIPAAM mayor al 40 %.

o Los hidrogeles obtenidos a partir de copolimeros con contenidos de PNIPAAmM
menores al 40 %, tal como en el caso de los hidrogeles formados a partir de los
copolimeros COPI-5-50N, COPI-03-67N y COPQ-L, COPQ-H y COPQ-C, no
presentaron una termosensibilidad apreciable y los valores del grado
hinchamiento medido a 24 y 37 °C no difirieron substancialmente. Por esta
razon las conclusiones que se detallan a continuacion no involucran a estos
materiales.

o A 37 °C el hinchamiento en los materiales estuvo determinado por el contenido
de PNIPAAm. De esta manera, el hidrogel con mayor contenido en PNIPAAM
presentd el menor grado de hinchamiento luego de 8 horas de inmersion en el
la solucion fisiolégica simulada. Por el contrario, el hidrogel con menor
contenido de PNIPAAmM presentd el mayor grado de hinchamiento.

o A 24 °C, el grado de hinchamiento no se encuentra dominado Unicamente por
la composicién del material sino que debe tenerse en cuenta ademas las
caracteristicas de los copolimeros. En el caso de los copolimeros irradiados la
dosis aplicada y la composicion de la mezcla de reaccion inicial, representan
dos factores importantes en la estructura final del hidrogel obtenido. La rigidez
del hidrogel esta dada por el grado de entrecruzamiento logrado, el cual estara
relacionado con la longitud del alginato (masa molar) asi como de la red

aportada por el PNIPAAmM injertado.
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o La mezcla de reaccion inicial con mayor contenido de NIPAAm (80 %) fue la
mas efectiva en el injerto del PNIPAAm al alginato por medio de radiacion
gamma dando lugar a copolimeros con mayor termosensibilidad.

o Los copolimeros sintetizados a partir de una mezcla de reaccion inicial con un
67 % de NIPAAmM no dieron como resultado hidrogeles con buena respuesta al
hinchamiento, presentando un deterioro de los mismos a las pocas horas de
ensayo. Con excepcion del copolimero sintetizado con 0,5 kGy. Esta
composicion de la solucién inicial no permite un injerto de PNIPAAm lo
suficientemente efectivo, ni posee un contenido en alginato suficiente para dar
lugar a un hidrogel estable.

o Las dosis de 1y 5 kGy produjeron copolimeros con buenas propiedades para la
mezcla con mayor contenido de NIPAAm. Para composiciones menores en la
mezcla de reaccion la dosis de 5 kGy produce escisiones en el alginato que no
son compensadas por el PNIPAAmM injertado.

La adaptacion de las celdas de Franz permitio la medicion de los perfiles de
liberacion garantizando homogeneidad tanto en temperatura como en composicion de
la solucién receptora.

Los hidrogeles elegidos para los ensayos de liberacion se seleccionaron a partir de
los resultados obtenidos en las mediciones de hinchamiento, empleadndose los cuatro
copolimeros con mayor contenido de NIPAAmM y los tres copolimeros sintetizados
con una dosis de 5 kGy. Los hidrogeles formados presentaron una buena estabilidad
en el tiempo y una buena respuesta a la temperatura en funcion de su composicion.
Como farmaco modelo para los ensayos de liberacion se escogidé al atenolol,
descartando la indometacina y la ofloxacina por su baja solubilidad, lo que se veria
traducido en una baja relacion farmaco/polimero.

La carga de los materiales seleccionados como sistemas de liberacion se realizo
utilizando como solvente una solucion de atenolol de 5 mg/mL para preparar tanto la
solucién de polimero a ser goteado como la solucidn de iones calcio. Esto permitid
obtener materiales con valores de carga entre 6,78 y 8,34 %. Dichos valores son
apropiados si se pretende emplear los materiales para una administracion via oral, ya

que el farmaco presenta una posologia de entre 25 y 100 mg diarios.
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e Los hidrogeles ensayados mostraron una buena capacidad de liberar el atenolol
cargado, aunque en un periodo de tiempo corto; con perfiles de liberacion similares,
aun cuando el contenido de PNIPAAmM en los hidrogeles varia considerablemente.

e El hidrogel con el mayor contenido de PNIPAAmM presenta el maximo valor de L%.
Mientras que el hidrogel con menor contenido de PNIPAAmM presenta el minimo
valor de L% a las 4 horas de ensayo. Esto permite inferir que el aumento en la
composicién de alginato genera una mayor retencion del atenolol en la matriz del
hidrogel.

e La incorporacion del PNIPAAm en el copolimero aporta al hidrogel un control frente

al hinchamiento a 37 °C.

Para finalizar, es importante destacar que las experiencias realizadas a partir de los
hidrogeles es sdlo un comienzo de la caracterizacion de estos materiales para determinar
su aplicacion como sistemas de liberacion controlada. Los parametros fijados, tales
como tamafio de perla, tiempo de curado, concentracion del polimero, condiciones de
carga del farmaco en el material, entre otros, fueron parte de una serie de estudios

iniciales para poder comparar los copolimeros obtenidos.
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7.1 Conclusiones generales

Durante el desarrollo de esta tesis se obtuvieron copolimeros de alginato y N-
isopropilacrilamida (NIPAAmM) por sintesis quimica y por medio de radiacion gamma de
%Co. Los copolimeros sintetizados fueron caracterizados quimica y térmicamente
empleando distintas técnicas analiticas tales como Resonancia Magnética Nuclear de
protén (*H-NMR), Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR),
analisis termogravimétrico (TGA), reologia y mediciones de punto de nube (CP).

Para llevar a cabo ensayos de liberacion se seleccionaron como matrices
portadoras del farmaco modelo aquellos hidrogeles méas promisorios de acuerdo a los
resultados obtenidos en los ensayos de hinchamiento.

En funcion de los resultados de esta tesis se destacan las siguientes conclusiones

generales:

La sintesis de copolimeros por injerto es un método que permite combinar las
caracteristicas de diferentes mondmeros, de tal manera de obtener nuevos materiales

con mejores propiedades finales e incrementar sus posibles aplicaciones.

La sintesis quimica empleando CAN no permitid obtener materiales adecuados a
los fines de su aplicacion en la liberacidn de compuestos activos, debido a su baja
solubilidad, bajo grado de injerto y a la retencién del iniciador empleado. En general el
injerto de NIPAAm sobre alginato procede en forma heterogénea si se realiza en medio

acido mientras que en medio acuoso disminuye la eficiencia del CAN como iniciador.

Los polimeros de PNIPAAmM amino-terminados, injertados luego por una reaccion
de condensacién a la cadena del alginato, permiten obtener mejores materiales en
cuanto a estructura controlada y solubilidad. Sin embargo, no presentaron una buena
respuesta al cambio de temperatura al realizar los ensayos de hinchamiento,

posiblemente por su bajo contenido de PNIPAAm.

La sintesis de copolimeros por irradiacion de una mezcla de alginato y NIPAAmM
en solucion acuosa, en vacio y a temperatura ambiente, es simple y limpia y permite
obtener hidrogeles con buenas propiedades para su aplicacion como medio de liberacion

de principios activos. Ademas la radiacion, dependiendo de la dosis aplicada, tiene la
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propiedad de disminuir y hasta eliminar la contaminacién microbiana en los

copolimeros sintetizados.

Los hidrogeles formados a partir de copolimeros sintetizados por irradiacion,
resultaron termosensibles con un buen hinchamiento en medios salinos y con una
liberacion efectiva del farmaco atenolol superior al 70%, en la mayoria de los hidrogeles
estudiados. La incorporacion del PNIPAAm al alginato dio lugar a copolimeros cuyos
hidrogeles mostraron liberacién gradual de atenolol en relacién a la liberacion obtenida
en hidrogeles de alginato de calcio.

7.2 Copolimeros de injerto alginato/N-isopropilacrilamida obtenidos por reaccion

guimica utilizando nitrato de amonio cérico.

Se obtuvieron copolimeros de injerto de NIPAAm y alginato de sodio empleando
CAN como iniciador, en medio acido y en medio acuoso, en atmosfera inerte y con
agitacion.

En medio &cido, método ampliamente empleado en la literatura, el CAN es mas
efectivo, pero el proceso es heterogeneo a pesar de la agitacion y la sintesis transcurre
en un sistema altamente viscoso que influye en el grado de injerto final obtenido. En
estas condiciones, el porcentaje de injerto aumenta hasta un cierto valor y no aumenta
para mayores concentraciones de NIPAAm en el medio de reaccion.

En medio acuoso, el sistema es menos viscoso y por consiguiente mas homogéneo
pero requiere el empleo de mayores concentraciones de iniciador para lograr el mismo
grado de injerto que en medio acido siendo necesaria una etapa posterior que implica un
lavado exhaustivo del copolimero para eliminar el cerio.

La baja solubilidad de todos los copolimeros sintetizados por este método,
impidié obtener espectros adecuados mediante resonancia magnética nuclear de protdn.
Esto puede ser debido al entrecruzamiento de las cadenas laterales injertadas y del
alginato.

Los copolimeros sintetizados empleando CAN en las reacciones de injerto, no
fueron adecuados para la formacion de hidrogeles por lo que no pudieron emplearse en

los ensayos de hinchamiento.
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7.3 Copolimeros de injerto alginato/N-1sopropilacrilamida obtenidos por radiacion
gamma de *°Co

Se obtuvieron copolimeros de injerto de NIPAAm sobre alginato de sodio
empleando rayos gamma de ®°Co como generador de radicales libres.

Para cada dosis de radiacion, un aumento en la concentracion de NIPAAm en la
mezcla de reaccidn, produce un mayor porcentaje de injerto de los mismos a la cadena
de alginato.

Para la mayor concentracion de NIPAAm en la mezcla a irradiar estudiada (80 %)
el aumento de la dosis produce copolimeros con el mayor contenido de PNIPAAm. Por
el contrario, para la menor concentracién de NIPAAm (50 %) los injertos disminuyen
para las mayores dosis estudiadas (1 y 5 kGy).

La eficiencia de injerto se incrementa aumentando la cantidad disponible de
monomero a injertar 0 aumentando la dosis de radiacion aplicada, dentro del rango de
concentraciones y dosis estudiadas.

La temperatura de transicion del PNIPAAmM en los copolimeros sintetizados
estuvo entre 31,5 y 33 °C. Por debajo de dicha temperatura de transicion soluciones
acuosas de los copolimeros fueron translicidas y por encima de la temperatura de
transicion, las soluciones mostraron opalescencia debido al colapso hidrofobico de las
cadenas de PNIPAAM.

Estos copolimeros dieron lugar a hidrogeles con termosesibilidad, reflejado en la
variacion del grado de hinchamiento al cambiar la temperatura de ensayo por encima o
por debajo de la temperatura de transicion. Por éste motivo fueron seleccionados para el

estudio de la liberacion de atenolol como fue descripto en el Capitulo 6.

7.4 Polimeros termosensibles aminoterminados y sus copolimeros con alginato de
sodio

La caracterizacion de los copolimeros obtenidos mediante el injerto de polimeros
amino terminados con alginato de sodio permitid corroborar el éxito de las reacciones
llevadas a cabo, asi como también estimar la longitud de las cadenas del polimero
termosensibles injertado al alginato, verificar la termosensibilidad de los materiales
obtenidos, estudiando su dependencia con la masa molar, la concentracion y la

composicion estructural.
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En las telomerizaciones, la cantidad de AET agregada produce un efecto directo
sobre la longitud de cadena obtenida en los materiales finales. Por otra parte, el
agregado de un comondmero hidrofébico a la cadena de PNIPAAm desplaza la
temperatura de transicién hacia menores valores.

Las reacciones de injerto por condensacion dan lugar a productos cuya
composicién es muy similar a la composicion inicial de la mezcla de reaccion.

La concentracion de las soluciones tiene un efecto marcado en la T, para
polimeros de masa molar inferior a 50.000 g/mol, desplazandose hacia menores valores
cuando aumenta la concentracién en solucién. Por otra parte, un aumento en la longitud
de cadena produce una disminucion de la T,s. La composicion monomérica del polimero
termosensible es un factor clave en el valor de T4. La incorporacién de un monémero
mas hidrofobico como NTBAAmM produjo una disminucién de aproximadamente 10 °C
en Tgs.

A temperaturas superiores a la temperatura critica y para ciertas concentraciones,

se observo un comportamiento termoasociativo de los copolimeros.

7.5 Obtencidn y caracterizacion de hidrogeles y liberacion controlada de principios

activos

La formacion de hidrogeles por goteo resulté un método eficaz para la formacion
de perlas que permitieron obtener resultados repetitivos.

La fuerza ionica, la concentracion de la solucién de copolimero formadora de
perlas, el tamafo de perlas y el tiempo de curado, fueron parametros a tener en cuenta
para obtener hidrogeles con buen grado de hinchamiento y con buena estabilidad de la
estructura del gel durante el tiempo de ensayo.

Los ensayos de hinchamiento se llevaron a cabo a dos temperaturas, por debajo y
por encima de la temperatura de transicién. De las experiencias realizadas pueden
enunciarse las siguientes conclusiones:

o Los hidrogeles estudiados presentaron un grado de hinchamiento a 24 °C
marcadamente superior al obtenido a 37°C para todos los hidrogeles obtenidos

empleando copolimeros con contenido de PNIPAAmM mayor al 40 %.

171



Capitulo 7 -Conclusiones y Trabajos Futuros

o A 37 °C el hinchamiento en los hidrogeles estuvo determinado por el contenido de
PNIPAAmM. De esta manera, el hidrogel obtenido con el copolimero con mayor
contenido de PNIPAAM present6 el menor grado de hinchamiento.

o A 24 °C, el grado de hinchamiento no se encuentra dominado Unicamente por la
composicién del copolimero sino que depende de la estructura global del mismo.
En el caso de los copolimeros obtenidos por irradiacion, la dosis aplicada y la
composicion de la mezcla de reaccion, representan dos factores importantes en la
estructura final de los hidrogeles obtenidos. La rigidez del hidrogel esta dada por el
grado de entrecruzamiento logrado, el cual esté relacionado con la masa molar del
alginato asi como con la red aportada por el PNIPAAm injertado.

o La mezcla de reaccion con una composicion en NIPAAm de un 80% fue la mas
efectiva en el injerto del PNIPAAm al alginato por medio de radiacion gamma, y
esto dio lugar a hidrogeles con mayor termosensibilidad.

o Los copolimeros obtenidos empleando dosis de 1 y 5 kGy produjeron hidrogeles
con buenos resultados de hinchamiento para la mezcla de reaccion con mayor
contenido de NIPAAm. Para composiciones menores de NIPPAm en la mezcla

inicial de reaccion fue méas adecuada la dosis de 0,5 kGy.

La adaptacion de las celdas de Franz permitio la medicion de los perfiles de liberacion
garantizando homogeneidad en la temperatura y composicion de la solucién receptora
asegurando resultados reproducibles.

e Como farmaco modelo para los ensayos de liberacién se escogié el atenolol,
descartando la indometacina y la ofloxacina por su baja solubilidad, lo que
resultaba en una baja relacion farmaco/polimero.

e La carga porcentual de atenolol en los hidrogeles alcanzo valores entre 6,78 y 8,34
%. Dichos valores son apropiados si se pretende emplear los materiales para una
administracién por via oral, ya que el farmaco presenta una posologia de entre 25y
100 mg diarios.

e A partir de los estudios de liberacion puede concluirse que los hidrogeles obtenidos
a partir de copolimeros sintetizados por irradiacién tienen la capacidad de liberar el
principio activo cargado, aunque en un corto periodo de tiempo (1 h). Todos los
perfiles de liberacion son similares, ain cuando la composicion de los copolimeros

empleados presentaron diferentes contenidos de PNIPAAM.
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e EI hidrogel obtenido con el copolimero con mayor contenido de PNIPAAmM
presentd el méaximo valor de liberacion, L%.

e EIl hidrogel de alginato de calcio presentd una liberacion muy rapida. La
incorporacion del PNIPAAmM, aport6 al hidrogel un efecto moderador en la cinética
de liberacién a 37 °C.

7.6 Propuestas de Trabajo Futuro

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos durante el trabajo realizado en la
presente tesis, en esta seccion se presentan las siguientes propuestas de trabajo futuro
para profundizar el estudio sobre materiales que puedan ser aplicados como sistemas de
liberacion controlada de farmacos.

En cuanto a las sintesis, se propone repetir la obtencion de copolimeros de injerto
empleando radiacion gamma, con el objeto de complementar los resultados obtenidos,
con otras técnicas de caracterizacion, tales como microscopia electronica y el analisis de
sus propiedades mecanicas por reologia. Estas técnicas permitiran analizar los efectos
radioinducidos en la estructura del material.

Se propone también las sintesis de copolimeros por condensacion, pero con mayor
contenido de PNIPAAmM, para analizar si la falta de termosensibilidad observada en los
ensayos de hinchamiento se debié a la baja concentracion de PNIPAAmM en el
copolimero.

También deberia explorarse el uso de comondmeros con distinta hidrofilicidad,
tales como NTBAAm, acrilamida o metilacrilamida, como el objetivo de obtener
polimeros con diferentes valores de temperatura de transicion en solucion.

Es importante destacar que las experiencias realizadas a partir de los hidrogeles
preparados en esta tesis, resultaron promisorias en la busqueda de nuevos materiales
para su aplicacion como sistemas de liberacion. Los parametros seleccionados, tales
como tamafio de perla, tiempo de curado, concentracion del polimero, condiciones de
carga del farmaco en el material, entre otros, fueron parte de una serie de estudios
preliminares para evaluar los copolimeros sintetizados.

Aunque los resultados obtenidos son preliminares, dieron lugar al comienzo de un
interesante campo de estudio, previsto para el periodo posdoctoral. En ese periodo se
proyecta optimizar los parametros de hinchamiento para cada material, en funcion de su

composicion, y también establecer otros factores que puedan influir en el
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comportamiento. Entre estos factores figuran algunos como la reversibilidad del
hinchamiento de los materiales, la presentacion de los materiales no s6lo en formas de
perlas sino también como films, el analisis de la distribucién de tamafios de perlas, su
aplicacion en medios no acuosos 0 acuosos pero con otro contenido de iones, etc. A su
vez se propone cargar los hidrogeles con farmacos modelo (indometacina, atenolol y
ofloxacina) y estudiar los perfiles de liberacion in vitro en funcién de la temperatura, el
pH vy la fuerza idnica del medio evaluando las ventajas y desventajas de cada uno de los

sistemas farmacéuticos estudiados.
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ANEXO |

TECNICAS DE CARACTERIZACION

En el estudio de los materiales poliméricos se requiere el empleo de diversas técnicas
y ensayos para conocer las propiedades finales que éstos presentan.

Al.1. PROPIEDADES QUIMICAS

Las propiedades quimicas que presenta una muestra dependen fundamentalmente de
su naturaleza quimica, esto es, de su composicién y el tipo de grupos funcionales que estan
presentes en el material.

Dentro de los métodos espectroscdpicos, se incluyen una serie de técnicas analiticas
donde se analizan los efectos que resultan de la interaccion entre la materia y la radiacion
electromagnetica emitida por una fuente. Es sabido que dependiendo de la estructura de los
atomos y/o moléculas de la materia que atraviesa el haz de radiacion, éste puede ser
absorbido, transmitido o dispersado dependiendo de la frecuencia de la radiacién emitida
por la fuente.

Si un atomo o molécula absorbe energia de un haz de radiacion puede sufrir varios
tipos de excitacion: electronica, rotacional, deformacion de enlaces, entre otros.
Dependiendo de la composicién de la materia, cada absorcién aparecera en una region
especifica del espectro electromagnético, ya que cada modo de excitacion requiere una
cantidad especifica de energia. El espectro de un compuesto es un grafico que indica cuanta
radiacion se absorbe o transmite a cada frecuencia o longitud de onda y es caracteristico de
la estructura de la sustancia con la cual interacciona la radiacion.

A continuacion se presenta una breve resefia del fundamento de cada una de las
espectroscopias que se han utilizado en la caracterizacion de los materiales obtenidos en el

transcurso de esta tesis.
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Al.1.1 Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-Vis)

Cuando un compuesto o molécula absorbe luz en la zona UV-Vis, esto es en el rango
de longitudes de onda entre 200 y 800 nm, los electrones de un nivel de menor energia son
excitados hacia uno de mayor energia. Las bandas observadas son anchas debido a que cada
nivel energético tiene asociados distintos niveles vibracionales y rotacionales.

El proceso de absorcion en este rango del espectro queda limitado a los compuestos
que presenten dobles o triples enlaces, esto es, que posean electrones .

Muy utilizado es el método de turbidimetria, donde se cuantifica el aumento en la
absorbancia A de la solucion en estudio en funcion de la concentracion, temperatura o
alguna otra variable. Este aumento de absorbancia se expresa como pérdida de la

transmitancia T, estando estas dos magnitudes relacionadas a partir de la ecuacion Al.1.

A= —logT (AL1)

Aqui la sustancia no requiere de enlaces multiples, si no poseer la capacidad de
variar la dispersion de la luz frente a alguna variable.

Un espectrofotdmetro UV-Vis, consta de dos celdas a través de las cuales se hace
pasar un haz de luz, que es recibido en un detector. Una de las celdas se toma de referencia
y contiene el blanco (solvente con el que se prepara la muestra), la otra celda corresponde a
la solucion de la muestra. El detector compara la intensidad de luz recibida desde cada una
de las celdas para calcular la absorbancia. Este valor de absorbancia medido se rige por la

Ley de Lambert-Beer, ecuacion Al.2.

A= ¢€.b.C (AL2)

Siendo &, la absortividad molar (tabuladas para cada sustancia en funcion de la
longitud méaxima de absorcidn); b, el camino éptico del haz a través de la muestra (espesor
de la celda) y C, la concentracion molar de la muestra.

Turbidimetria. Los ensayos de turbidimetria, se presentan en esta tesis como curvas de
porcentaje de transmitancia en funcion de la temperatura. A partir de estos ensayos se ha
determinado el llamado "punto de nube" o "cloud point".

El punto de nube se define como la temperatura en el punto de inflexion de la curva
transmitancia vs. temperatura. EI punto de nube implica una importante reduccién del valor
de la transmitancia.(Yoo, Sung, Cho, & Lee, 1997)
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Al.1.2 Espectroscopia Infrarroja (IR)

Las vibraciones y rotaciones moleculares se producen por la absorcion de radiacion
en la region del infrarrojo del espectro electromagnético. Esta regién se encuentra a
continuacion de la zona visible hacia longitudes de onda superiores, la radiacién no tiene la
energia suficiente para causar la excitacion electronica. La medicion de las vibraciones y
rotaciones moleculares pueden medirse directamente como absorcion en el espectro
infrarrojo (IR) o indirectamente como radiacion dispersa en el espectro Raman. En esta
tesis, se cuantifico la absorbancia IR de las muestras.

Actualmente, los resultados obtenidos por esta técnica se presentan como curvas de
absorcion frente al namero de onda, esto es la inversa de la longitud de onda. La ventaja de
presentarlos frente al nimero de onda, es que este Ultimo es proporcional a la frecuencia de
la radiacion absorbida, y en consecuencia, directamente proporcional a la energia

absorbida, ecuaciones Al.3 y Al.4.
AE = h.v = h.c/A = h.c.Vv (AL3)
AE ~v (AL4)

Muchos grupos funcionales en las moléculas organicas muestran vibraciones
caracteristicas, a las que les corresponden bandas de absorcion en regiones definidas del
espectro infrarrojo. Estas vibraciones se producen en gran parte en el grupo funcional y no
abarcan al resto de la molécula. De esta forma se pueden identificar estos grupos por su
banda de absorcion, haciendo espectroscopia IR. Este es un método sencillo, rapido y fiable
para identificar distintas clases de compuestos, ya sea un alcohol, amina, cetona, etc. (Hesse
et al., 1995)

Al.1.3 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (NMR)

Esta espectroscopia tiene un fundamento tedrico mas complejo que las anteriores,
basado en las propiedades mecanico-cuanticas de los nlcleos atomicos, que se detallan en
profundidad en la bibliografia, como ser Hesse et al. (1995).

Todos los nucleos que poseen un niamero impar de protones y neutrones tienen un

momento magnético y un momento angular intrinseco, en otras palabras, tienen un nimero
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cuéntico de spin mayor que cero pudiendo interaccionar con un campo magnético aplicado.
Los ndcleos mas cominmente empleados en RMN son el protén (*H, el isétopo mas
sensible en RMN después del inestable tritio, *H), el **C y el °N, aunque los isétopos de
muchos otros elementos (°H, B, B, N, 'O, °F, ®Na, °si, P, *Cl, *cd, *°Pt)
pueden ser utilizados. La aplicacion de un campo magnético fuerte al material que contiene
tales ndcleos, desdobla a los niveles de energia en dos, que representan los estados con spin
paralelo y antiparalelo al campo. Las transiciones entre los estados dan lugar a una
absorcion o emision de energia.

Los espectros de RMN se presentan en funcién del desplazamiento quimico que esta
definido en funcion de la intensidad de campo aplicada. La frecuencia de resonancia exacta
de un determinado tipo de nicleo depende en una forma caracteristica de su entorno
(naturaleza y ubicacion de los grupos atdmicos en la vecindad). Para la RMN de proton
(*H-NMR) las sefiales observadas permiten identificar el tipo y nimero de ndcleos que
dieron origen a esa sefial, en funcion del desplazamiento al cual aparecen y el valor de la

integral de la sefial que presentan, respectivamente.

Al.2. PROPIEDADES TERMICAS

El andlisis térmico es un término general que cubre una serie de técnicas
relacionadas, donde se mide la dependencia de cualquier propiedad fisica de una sustancia
con la temperatura.

En el marco de esta tesis se utilizaron principalmente dos técnicas usuales en la
caracterizacion de polimeros: la calorimetria diferencial de barrido (DSC) y el analisis
termogravimétrico (TGA) que son descriptas a continuacion.

Entre las principales ventajas del uso de estas técnicas se encuentran: la posibilidad
de estudiar a la muestra en un amplio rango de temperaturas por medio de rampas de
temperatura; la muestra puede ensayarse en diferentes estados de agregacion, ya sea
liquido, solido, geles, etc.; también es posible controlar la atmosfera a la cual es sometida la
muestra. Estos ensayos requieren muy poca cantidad de muestra, variando entre 0, 1 ug y
10 mg. Dentro de las desventajas de estas técnicas, encontramos la influencia sobre los
resultados de la dimension y masa de la muestra, de la velocidad de

calentamiento/enfriamiento, de la naturaleza de la atmdsfera utilizada y la historia termo-
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mecéanica que pueda presentar la muestra en el momento del ensayo. Y, la principal
desventaja, es que son técnicas destructivas, sobre todo la TGA, porque el material luego
del ensayo no mantiene las propiedades iniciales.

Al.2.1 DSC

La calorimetria diferencial de barrido, se basa en la medicion del flujo de calor producido
por la muestra comparado con el de una referencia, en funcion de la temperatura.

Un esquema simplificado de un calorimetro diferencial se presenta en la figura Al.1, donde
se observan los dos hornos correspondientes a la muestra y a la referencia, asociados a un
sistema de deteccion y procesamiento de datos. El equipo permite la realizacion de ensayos
calorimétricos para la medida de capacidades calorificas, cambios de fase, calores de

reaccion y transiciones térmicas.

/Muestra de polimero
Capsula para
la muestra > <4 ‘

Resistencias calefactoras

Capsula para
la referencia

=

Figura Al.1. Esquema simplificado de los componentes del calorimetro diferencial.

Un circuito de temperatura mide y controla la temperatura en los recipientes de la
muestra y la referencia, para ajustarse a un programa predeterminado de tiempo-
temperatura. Esta temperatura se representa en el eje X de un grafico tipo X-Y.

Al mismo tiempo, un circuito compara la diferencia de las temperaturas de los recipientes
de la muestra y de la referencia, suministrando energia para calentar la resistencia situada
en cada recipiente hasta que las temperaturas se mantengan iguales. Cuando la muestra
experimenta una transicion térmica, la potencia de las dos resistencias se ajusta para
mantener sus temperaturas, y entonces se registra sobre el eje Y del gréfico, una sefial
proporcional a la diferencia de potencia aplicada. El area bajo la curva resultante, es una

medida directa del calor de transicion.
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AlL22 TGA

En el analisis termogravimétrico se utiliza una balanza sensible, que registra el
cambio de masa de la muestra en funcién de la temperatura. No todos los eventos térmicos
producen un cambio de masa en la muestra, pero si lo producen algunos como la desorcién,
absorcion, sublimacion, evaporacion, oxidacion, reduccién y descomposicion. Las
aplicaciones caracteristicas, incluyen la evaluacién de la estabilidad térmica, la temperatura
de descomposicion y la composicion de los materiales, entre otras(Billmeyer, 1975).

En la figura 5, se presenta el grafico de un andlisis termogravimeétrico de una muestra de
poli(N-isopropilacrilamida). En dicha curva se diferencian dos fenémenos, el primero
corresponde a la pérdida de humedad de la muestra, y esto ocurre en el rango de
temperaturas de 25°C a 200°C, y representa una pérdida de masa de alrededor de un 10%.
El segundo proceso, con una pérdida de masa de casi el 90%, ocurre aproximadamente a
350°C vy pertenece a la descomposicion de la muestra, quedando luego un residuo de masa

despreciable a temperaturas superiores.

100
80

60

masa %

40

20

T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Temperatura (°C)

Figura Al.2. Termograma obtenido para una muestra de PNIPAAM.
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Al.3. PROPIEDADES REOLOGICAS

La reologia es la ciencia que estudia la deformacion y flujo de los materiales. La
viscosidad es una medida de la resistencia a fluir debido a la friccion interna cuando una
capa de fluido es forzada a moverse en relacion a otra capa. A medida que la friccion
aumenta, la cantidad de fuerza requerida para causar el movimiento es mayor, a este
movimiento se lo denomina corte.

En esta seccion se describen muy brevemente los conceptos basicos necesarios para
poder entender las curvas de las propiedades reoldgicas presentadas en el capitulo 5.

El comportamiento mecanico de un material es caracterizado por la deformacién que
resulta de la aplicacion de una carga externa. Los materiales poliméricos, ya sea en
solucion, o en geles o en estado fundido, presentan un comportamiento denominado
viscoelastico. Esto es, un comportamiento intermedio entre los sélidos elésticos o “Sdlidos
de Hooke” (ecuacion AL.5), y los fluidos puramente viscosos o “Fluidos Newtonianos”

(ecuacion Al.6).
Limite puramente elastico: F~y = Ax/H (AL5)
Limite puramente viscoso: F~y.= U/H = Ax/ (At.H) (Al.6)

En el limite puramente elastico de un solido simple, la fuerza aplicada (F) sobre el
material es directamente proporcional a la deformacion (y) que éste presenta en respuesta a
dicha fuerza. Al remover la fuerza, el material recupera la forma original, teniendo
memoria perfecta de la posicion original. En el limite puramente viscoso de un liquido
simple, la fuerza es directamente proporcional a la velocidad de deformacion y al remover
la fuerza, el material queda con la deformacion lograda, no existe memoria de las
posiciones anteriores. Los materiales viscoelasticos al ser sometidos a una fuerza, presentan
una deformacion que es funcion del tiempo y al retirar la carga, el material puede volver a
su posicién original si se le da el tiempo suficiente para que las moléculas se reacomoden,
este tiempo dependera del tipo de moléculas que constituyan al material ensayado.

Se puede separar a los materiales en dos grandes grupos, aquellos que se comportan

como fluidos Newtonianos y aquellos como no-Newtonianos.
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Los fluidos Newtonianos, o fluidos simples, son aquellos que obedecen la Ley de
Newton, ecuacion Al.7.

T=—uxy (AL7)

Donde 1 es la tension en un punto del material producida a partir de un valor puntual
de velocidad de deformacion y vy siendo p la viscosidad. Esta ecuacion responde a la
evidencia experimental que muestra que, para fluidos simples, el estado de tensiones en
cada punto de la materia en un dado instante de tiempo es proporcional a la velocidad de
deformacion que existe en ese momento en ese lugar para cualquier flujo y que las
tensiones surgen instantaneamente ante la aplicacion de una deformacion.

Los fluidos no-Newtonianos, o fluidos complejos no se comportan de acuerdo a la
ecuacion Al.7. La viscosidad del fluido no-Newtoniano depende del gradiente de velocidad,
ademas de la condicion del fluido. Dentro del comportamiento no-Newtoniano
encontramos una clasificacion de los materiales segun el comportamiento de su viscosidad

con la velocidad de deformacion, figura Al.3.

| A
og

Figura Al.3. Comportamientos tipicos de la viscosidad de fluidos complejos con la
velocidad de deformacion: (a) Pseudo-plastico, (b) dilatante, (¢) Binghamy (d) visco-plastico.

Los fluidos pseudo-plasticos o shear-thinning (Figura Al.3.a) presentan una
viscosidad que decrece cuando aumenta la velocidad de deformacion. Los fluidos
dilatantes o shear-thickening (Figura Al.3.b) muestran un aumento de la viscosidad con
el incremento en la velocidad de deformacion. En los fluidos de ""Bingham™ o con tension

de fluencia (Figura Al.3.c), como también se los conoce, la tension debe exceder un dado
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valor para que el fluido comience a fluir. Finalmente, los fluidos viscoplésticos, son fluidos
del tipo pseudo-plasticos que ademas presentan tension de fluencia.

Cabe destacar que la tension de fluencia es un parametro que permite modelar un
comportamiento que se observa solo debido a la falta de mediciones completas. Muchos
materiales experimentan una caida brusca de la viscosidad en un rango muy pequefio de
tension de corte, lo que lleva a pensar que la viscosidad tiende a infinito.

Los fluidos que se acaban de describir no presentan una dependencia de la viscosidad
con el tiempo. Aquellos que si presentan una dependencia del valor de viscosidad con el
tiempo se denominan tixotropicos, cuando el valor decrece con el tiempo y reopécticos
cuando el valor de viscosidad aumenta.

Los parametros de viscosidad y densidad no alcanzan para describir todos los efectos
observados en el flujo de polimeros, por lo que se recurre a la utilizacion de funciones
materiales, las mismas como su nombre lo indica no son constantes, dependen de la
temperatura, velocidad de deformacion, historia de deformaciones, etc. Ademas, se utiliza
un pardmetro que mide la reaccion "no instantanea™ de los polimeros, llamado tiempo de
relajacion (A). El tiempo de relajacion de un polimero es el tiempo que tarda el material a
adaptarse a las nuevas condiciones.

Es importante describir los dos tipos de flujos que se consideran “estandar” en la
caracterizacion de fluidos poliméricos. Ellos son los flujos de corte y los flujos libres de
corte, llamados extensionales, una representacion de estos flujos se presentan en las figuras
Al.4 a) y b) respectivamente. EI movimiento relativo de las particulas en estos dos tipos de

flujos es muy distinto y permiten obtener informacion reolégica distinta.

Flujos extensionales

il B

Flujo de Corte

—_— —_—

/—\ fe—  — fe————
—_—

(a) (b)

Figura Al.4. Esquema de los dos tipos de flujos: flujo de corte (a) , flujo extensional (b).
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A continuacion se presentan los parametros o funciones materiales de corte mas
utilizadas, y su comportamiento para fluidos macromoleculares simples y homogéneos,

Figura ALS5. Este tipo de flujo ocurre por ejemplo entre dos platos paralelos o entre cono y

plato.
Fuerza
normal (F,)
area A Fuerza de
arrastre (F, )
A —
XZT IH / / Velocidad U
Xl
F, .y A desplazamiento .,
-2 > tension de corte T, = = PR — deformacion de corte Y
A H espesor
F, A2
7” — tensiones normates o= % = velocidad de deformacion, y

Figura AlL.5. Esquema de un flujo de corte simple y expresion de las funciones materiales de corte
mas utilizadas.

Flujo de corte en estado estacionario:
Para este tipo de flujo, la viscosidad de un material es descripta en términos de la tension de

corte y la velocidad de deformacion, ecuacion Al.8 .

n=-tu/vy (AL8)

La Figura Al .6, representa el comportamiento de la viscosidad en funcion de la variacion de

la velocidad de deformacion. La curva observada presenta tres zonas que se solapan entre si.
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A
log n

-—

logy

Figura Al.6. Comportamiento de la viscosidad frente a la velocidad de deformacién en estado
estacionario

Zona |: a bajas velocidades de deformacion la viscosidad presenta valores constantes. El
movimiento es suficientemente lento para permitir la relajacion, el comportamiento se
asemeja al Newtoniano.

Zona I1: el movimiento es mas rapido y las moléculas se ordenan en direccion del flujo
porque no pueden reacomodarse y terminan orientandose, la viscosidad comienza a
disminuir porque hay menor resistencia.

Zona ll1: a altas velocidades de deformacion, la viscosidad se relaciona con la velocidad de
deformacion mediante la Ley de la potencia, siendo la viscosidad proporcional a una

potencia de la velocidad de deformacion.

Flujo de corte oscilatorio de pequefia amplitud:

Este flujo transitorio, no estacionario (el esfuerzo involucrado es funcién del tiempo),
se obtiene haciendo oscilar uno de los platos a una frecuencia o constante con una amplitud
pequefa.

En la figura AL.7 se muestra el comportamiento frente a este tipo de deformaciones por
parte de un solido elastico, donde las tensiones son proporcionales a la deformacién, o de un
fluido viscoso, donde las tensiones son proporcionales a la velocidad de deformacién (o lo
que es equivalente, la derivada de la deformacion) y finalmente se observa un material
viscoelastico, que presenta un desfasaje en el tiempo respecto de las curvas sinusoidales de
deformacién y tension.

Si la amplitud es pequefia, las tensiones resultantes oscilan con la misma frecuencia y

estan en fase o fuera de fase respecto de la deformacion segun el tipo de fluido descripto.
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Deformacion
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Figura AlL.7. Comportamiento de los distintos tipos de materiales, frente a una deformacion
oscilatoria de pequefia amplitud.

Las ecuaciones que se plantean para este tipo de ensayos son:
Deformacion:
V21 (£) = y°sen wt (AL9)
Velocidad de deformacion:

V21 () = Y°wsenwt = y°cos wt (Al.10)
Cuando trabajamos en estas condiciones surgen nuevos parametros de gran utilidad

en la descripcion de las propiedades reologicas de un material. Ellos son el Médulo

Elastico G” y el Mddulo Viscoso G™". G” es el coeficiente de la componente de la tensién
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en fase con la deformacion y G™ es el coeficiente de la componente de la tension 90° fuera
de fase con la deformacion, ecuacion Al.11.

T,y = —G'(w)y°sen (wt) — G (w) y° cos (wt) (Al.11)

Tanto G'como G forman parte de la definicién del médulo complejo G”. En caso
de trabajar con un sélido elastico, el médulo complejo se definiria como la relacion entre la
tension y la deformacién en un punto. Es la resistencia total a la deformacién del material,
independientemente si esa deformacidn es recuperable (elastica) o no recuperable (viscosa).
Al trabajar con materiales viscoelasticos el moédulo complejo presenta una parte real, G™ y
una parte imaginaria, G, como se presenta en la ecuacion Al.12. De esta manera, el
maodulo elastico G” 0 mddulo de almacenamiento, puede usarse como un indicador de la
porcion elastica del material, alcanzando un maximo cuando la deformacion es puramente
elastica. EI modulo viscoso G, o también Ilamado modulo de pérdida, esta relacionado
con la disipacion de trabajo dentro del material durante un ciclo de esfuerzo. Indica, por
ejemplo, la energia convertida en calor y puede ser utilizada como una medida del

componente viscoso o de la energia no recuperable disipada por ciclo.

G"(iw)= G (w) + 6" (w) (AL12)

El angulo de fase o indica el desplazamiento de la tension respecto de la fase de la
deformacion. La tangente de este angulo, es conocida como la tangente de pérdida y se
utiliza para definir la relacién entre los médulos de pérdida y almacenamiento, como lo
indica la ecuacion Al.13. Este valor adimensional permite medir la energia perdida en
relacion con la energia almacenada, un valor elevado de la tangente significa que el
material presenta un comportamiento a la deformacion altamente inelastico. Un valor

pequefio caracteriza a los materiales que se comportan fundamentalmente como elasticos.

6 (@)

tand = T (@)

(Al.13)
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Los modulos descriptos forman parte de las propiedades que llevan el nombre de
propiedades viscoelasticas lineales, y resultan independientes de la deformacién aplicada
dentro de un rango de deformaciones pequefias, llamado régimen viscoelastico lineal.
Dentro de estas propiedades encontramos a la viscosidad compleja n”, que de acuerdo a la
ecuacion Al.14, es la relacion entre el médulo complejo y la frecuencia angular de la
deformacion aplicada.

n= = (A1.14)

El comportamiento tipico de los modulos de fluidos macromoleculares homogéneos

se observa en la figura Al.8. Donde se reconocen cuatro regimenes.

Regidn de
log G | Regi6n transicién
de plateau

Region
terminal Regidn
vitrea

log ©

Figura Al.8. Dependencia del comportamiento de los mddulos eléstico (G”, simbolos vacios)
y viscoso (G”’, simbolos llenos) frente a la frecuencia o.

- Region vitrea: Zona de frecuencias extremadamente altas, donde la velocidad de
deformacidn es tan rapida que el material se comporta como un solido elastico, el material
no se deforma. G™* disminuye, si pudiéramos alcanzar frecuencias infinitas el valor del
mddulo viscoso tenderia a cero. El valor de G” es muy importante.

- Regidn de transicion: Las frecuencias son menores, pequefias partes de las moléculas
presentan vibraciones. Solo pequefias porciones pueden moverse, pueden adaptarse al
movimiento. Se observa una disminucion de los modulos.

- Regiodn de plateau: Porciones més largas de moléculas, aunque de menor longitud que la

distancia promedio entre entrelazamientos de cadenas, tienen movilidad, los

189



Anexo |

entrelazamientos se comportan andlogamente a enlaces covalentes. EI G* toma un valor
constante (plateau), en este rango de frecuencias las moléculas se mueven pero no pueden
deslizarse unas sobre otras, comportamiento como de una goma. En esta zona, inicialmente
el G es menor a medida que las frecuencias disminuyen, pero como a medida que
aumenta la movilidad debido a las menores frecuencias pero no se alcanza el deslizamiento
entre moléculas el mayor rozamiento produce un aumento del modulo G, el cual alcanza
un méaximo (perdida de energia por rozamiento).

- Region terminal: La deformacion es mas lenta y el material tiene tiempo de acomodarse,
las moléculas se deslizan unas sobre otras. Los mddulos decrecen rapidamente cuanto mas
capacidad de fluir tiene el polimero.

Tung & Dynes (1982) reportaron la relacion entre las propiedades viscoelasticas y la
gelacion en sistemas poliméricos termoestables. El tiempo de gel fue determinado como el
tiempo al cual los modulos eléstico y viscoso se intersectan, G'= G,

Referencias de la seccion 3: (Pérez Lambrecht, 2008)(Ehrenstein, 2001)(Han,
2007)(Naranjo et al., 2008)(Quinzani, 2008)
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ANEXO 11

CALCULOS DE COMPOSICION DE LOS COPOLIMEROS DE
INJERTO A PARTIR DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR
'H-NMR Y TGA

En el presente anexo se plasman los célculos y resultados de las composiciones
estimadas a partir de los datos obtenidos de los espectros de Resonancia Magnética
Nuclear de proton (*H-NMR) vy las derivadas de los termogramas obtenidas a partir de
Andlisis Termogravimétrico (TGA)

All. 1.- CALCULOS A PARTIR DE ESPECTROS DE 'H-NMR

A partir de los espectros obtenidos y por medio de la integracion de las sefiales
caracteristicas se estim6 la composicion monomérica del alginato y luego la

composicion de los copolimeros de injerto del capitulo 4 y 5.

All.1.1.- Composicion monomeérica del alginato.

En las reacciones llevadas a cabo en el transcurso de esta tesis se utilizaron dos
alginatos de dos marcas comerciales distintas. El primero provisto por Fluka, se utilizo
en las reacciones de sintesis a partir de radiacion gamma (capitulo 4) y en las
reacciones con iniciador CAN. Este alginato se identific6 como S000. El segundo
alginato, utilizado en las sintesis llevadas a cabo en la Universidad de Patras, fue
provisto por Alfa Aesar, como material de baja viscosidad. Este material se identifico
como UPSQ0.

En ésta tesis se determinaron, para los alginatos anteriores, la relacion monomérica
M/G a partir de los espectros *H-NMR en base a lo expuesto en la literatura (Gomez et
al., 2007; Salomonsen et al., 2009). Los espectros se registraron a 80°C para desplazar
la sefial que surge de los protones del agua a valores inferiores y asi evitar la
superposicion de sefiales.

De acuerdo a la senal integrada a 6= 5,18-4,96 ppm fue asignada al hidrogeno del
carbono anomérico de la unidad repetitiva guluronato H1-G (pico 1). En 6= 4,82-4,57
ppm y &= 4,55-4,38 ppm se integran H1-M + H5-GM (pico 2) y H5-GG (pico 3),

respectivamente. Siendo el pico 2, la suma de las sefiales correspondientes al hidrogeno
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del carbono anomérico del monémero manuronato y la del hidrogeno en el carbono 5 de
las unidades G adyacentes a unidades M, el pico 3 corresponde a la sefial del hidrégeno
del carbono 5 en las unidades G adyacentes a unidades G. Teniendo en cuenta que el
area del protén H1-G es igual al del proton H5-G, es posible calcular H5-GM de la
diferencia entre los picos 1 y 3. Entonces, el area de H1-M puede ser obtenida de la

diferencia entre el pico 2 y el area de H5-GM. De estos valores, la relacion M/G es
calculada considerando la relacion H1-M/H1-G.
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Figura. All.1.- Espectro*H-RMN del alginato S000, a 80°C.

Tabla. All.1.- Datos de las sefiales observadas en el espectro *H-RMN del alginato S000, a 80°C.

Pico Senal Desplazamiento Integracion de areas
1 G: 5,18 - 4,96 1,03
2 M; + GM5 4,82 - 4,57 0,84
3 GGs 4,55 - 4,38 1,00

Segun la figura All.2.1, la informacién obtenida se presenta en la tabla All.2.1. Asi
teniendo en cuenta que:
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Dado que por cada hidrogeno anomérico hay un hidrogeno en el carbono 5 de la
unidad gulurédnica.

GM5; = G; — GGs estoes, GMs = Pico 1l — Pico3
Entonces,

M1 = M1 — GMS5 lo que es igual,

M1 = Pico2 — GM5 = Pico2 — (Picol — Pico 3)

La relacion M/G es calculada considerando la relacion M1/G;.

M1 = 0,84 — (1,03 —1,00) = 0,81
G1 = 1,03
M/G = 0,79

Siendo M + G = 1, se obtiene que

M =044 'y G = 0,56

La composicidn de las unidades repetitivas del alginato SO000 es de un 44% de
Manuronato y de un 56% de Guluronato.
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Figura All.2.- Espectro *H-RMN del alginato UPS00, a 80°C.

Tabla All.2.- Datos de las sefiales observadas en el espectro *H-RMN del alginato UPS00, a 80°C.

Pico Sefial Desplazamiento Integracion de areas
1 G1 5,18 - 4,96 1,00
2 M: + GMs 4,82 - 4,57 2,44
3 GGs 4,55 - 4,38 0,76

Segun la figura All.2.1, la informacion obtenida se presenta en la tabla All.2.1. Al

igual que para S000,

La relacion M/G es calculada considerando la relacion M/G;.
M, = 2,44 — (1-0,76) = 2,2 G, =1
M/G = 2,2

Siendo M + G = 1, se obtiene que
M =069 vy G =0,31

La composicion de las unidades repetitivas del UPS00 es de un 69% de

Manuronato y de un 31% de Guluronato.
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All.1.2.- Composicién de los copolimeros de injerto sintetizados a partir del uso
de radiacién gamma de ®°Co descriptos en el Capitulo 4.
e COPI-03-80N
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Figura All.3.- Espectro *H-RMN del COPI-03-80N

Tabla All.3.- Informacién obtenida del Espectro'H-RMN del copolimero COPI-03-80N.

. n° de H Rango de Sumatoria  N° total de
Componente Sefal . 3 (ppm) . . ) .
por sefial integracion de Areas  Hidrogenos
CH; 6 1,14 0.780-
NIPPAM CH, 2 1,58 2 180° 9,87 9
CH 1 2,00
ALG He1 1 5,04 4,960-5,180" 1 1

& (Dincer et al., 2002)
b (Salomonsen et al., 2009)

A continuacion se presentan los calculos realizados para estimar la composicién de
los copolimeros de injerto de alginato y NIPAAm. EIl resultado final se expresa en
porcentajes molares, tal que esa composicidn representa moles de unidades repetitivas

de cada uno de los dos polimeros de partida.
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Segun la tabla All.3

9H NIPAAm 9,87

1H ALGG 1

Siendo ALGg- y NIPAAm, los moles de unidades gulurdnicas en el alginato y los

moles de monomeros NIPAAmM, respectivamente.

NIPPAM
ALGg

NIPPAm = 1,097 — 1,097 NIPPAm

= 1,097 ALG; + NIPAAm =1

NIPAAm = 0,523
ALG; = 0,477

El alginato utilizado, SO00, tiene una relacion de mondémeros M/G= 0,79, esto
implica que un 56,0 % de los moles de unidades de repetitivas corresponden al

monomero guluronato y 44,0% al manuronato. Por tanto,

0,477 ALG; = 0,852 ALG

De acuerdo a los calculos realizados la composicion del copolimero de injerto
COPI-03-80N es de 38,0 % molar NIPAAmy 62,0 % molar alginato.

A continuacion se presentan el resto de los espectros para los copolimeros
sintetizados a partir de irradiacion con rayos gama de °°Co. Se presentan, a su vez, la
correspondiente tabla de asignacidn de sefiales a cada uno de los espectros y el resultado

obtenido para la composicion de alginato y NIPAAm en cada caso.
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e COPI-03-67N
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Figura All.4.- Espectro'H-RMN del COPI-03-67N

Tabla All.4.- Informacién obtenida del Espectro'H-RMN del copolimero COPI-03-67N.

. n° de H Rango de Sumatoria  N° total de
Componente Sefial . d (ppm) . B . .
por sefal integracion de Areas  Hidrogenos
CH; 6 1,14 0.780-
NIPPAM CH;, 2 1,58 2180° 8,54 9
CH 1 2,00
ALG He1 1 5,04 4,960-5,180" 1 1

& (Dincer et al., 2002)
> (Salomonsen et al., 2009)

NIPAAm = 0,487
ALGG = 0,513
0,513 ALGG = 0,916 ALG

La composicién del copolimero de injerto COPI-03-67N es de 34,7 % molar
NIPAAmMy 65,3 % molar alginato.
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o COPI-03-50N
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Figura All.5.- Espectro'H-RMN del COPI-03-50N

Tabla All.5.- Informacién obtenida del Espectro'H-RMN del copolimero COPI-03-50N.

. n° de H Rango de Sumatoria  N° total de
Componente Sefal . d (ppm) . . . L
por sefal integracion de Areas  Hidrégenos
CH; 6 1,14 0,780-
NIPPAM CH;, 2 1,57 2.180% 4,62 9
CH 1 2,00
ALG He: 1 5,01 4,960-5,180° 1 1

& (Dincer et al., 2002)
> (Salomonsen et al., 2009)

NIPAAm = 0,339
ALGG = 0,661
0,661 ALGG = 1,180 ALG

La composicién del copolimero de injerto COPI-03-50N es de 22,3 % molar

NIPAAmMYy 77,7% molar alginato.
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o COPI-05-80N
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Figura All.6.- Espectro'H-RMN del COPI-05-80N

Tabla All.6- Informaci6n obtenida del Espectro*H-RMN del copolimero COPI-05-80N.

. n° de H Rango de Sumatoria  N° total de
Componente Sefal . d (ppm) . . . .
por sefal integracion de Areas  Hidrogenos
CH; 6 1,14 0.780-
NIPPAM CH;, 2 1,57 2180° 23,09 9
CH 1 2,00
ALG He: 1 5,01 4,960-5,180° 1 1

& (Dincer et al., 2002)
> (Salomonsen et al., 2009)

NIPAAm = 0,720
ALGG = 0,280
0,280 ALGG = 0,501 ALG

La composicién del copolimero de injerto COPI-05-80N es de 59,0 % molar

NIPAAmM Yy 61,0 % molar alginato.
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o COPI-05-67N
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Figura All.7.- Espectro'H-RMN del COPI-05-67N

Tabla All.7.- Informacién obtenida del Espectro'H-RMN del copolimero COPI-05-67N.

. n° de H Rango de Sumatoria  N° total de
Componente Sefial . d (ppm) . B . .
por sefal integracion de Areas  Hidrogenos
CH; 6 1,14 0,780-
NIPPAmM CH, 2 1,57 2.180? 22,33 9
CH 1 1,9
ALG He1 1 5,03 4,960-5,180" 1 1

& (Dincer et al., 2002)
> (Salomonsen et al., 2009)

NIPAAm = 0,713
ALGG = 0,287
0,287 ALGG = 0,513 ALG

La composicién del copolimero de injerto COPI-05-67N es de 58,1 % molar
NIPAAmM Yy 41,9 % molar alginato.
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Figura All.8.- Espectro'H-RMN del COPI-05-50N

Tabla All.8.- Informacién obtenida del Espectro'H-RMN del copolimero COPI-05-50N.

. n° de H Rango de Sumatoria  N° total de
Componente Sefial . d (ppm) . B . .
por sefal integracion de Areas  Hidrogenos
CH; 6 1,14 0,780-
NIPPAmM CH, 2 1,57 2.180? 19,21 9
CH 1 2,00
ALG He1 1 5,01 4,960-5,180" 1 1

& (Dincer et al., 2002)
> (Salomonsen et al., 2009)

NIPAAm = 0,681
ALGG = 0,319
0,319 ALGG = 0,570 ALG

La composicién del copolimero de injerto COPI-05-50N es de 54,4 % molar

NIPAAmM y 45,6 % molar alginato.
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e COPI-1-80N
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Figura All.9.- Espectro'H-RMN del COPI-1-80N

Tabla All.9- Informaci6n obtenida del Espectro*H-RMN del copolimero COPI-1-80N.

. n° de H Rango de Sumatoria  N° total de
Componente Sefal . d (ppm) . . . .
por sefal integracion de Areas  Hidrogenos
CH; 6 1,14 0,780-
NIPPAmM CH, 2 1,57 2.180° 66.52 9
CH 1 2,00
ALG He: 1 5,01 4,960-5,180° 1 1

& (Dincer et al., 2002)
> (Salomonsen et al., 2009)

NIPAAm = 0,881
ALGG = 0,119
0,119 ALGG = 0,213 ALG

La composicion del copolimero de injerto COPI-1-80N es de 80,5 % molar
NIPAAmM Yy 19,5 % molar alginato.
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Tabla All1.10.- Informacion obtenida del Espectro*H-RMN del copolimero COPI-1-67N.

. n° de H Rango de Sumatoria  N° total de
Componente Sefial . d (ppm) . B . .
por sefal integracion de Areas  Hidrogenos
CH; 6 1,14 0,780-
NIPPAM CH, 2 1,57 2 180° 13,71 9
CH 1 2,00
ALG He1 1 5,03 4,960-5,180" 1 1

& (Dincer et al., 2002)
> (Salomonsen et al., 2009)

NIPAAm = 0,604
ALGG = 0,396
0,396 ALGG = 0,708 ALG

La composicion del copolimero de injerto COPI-1-67N es de 46,0 % molar

NIPAAmM y 54,0 % molar alginato.
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Figura All.11.- Espectro*H-RMN del COPI-1-50N

Tabla All.11.- Informacion obtenida del Espectro*H-RMN del copolimero COPI-1-50N.

. n° de H Rango de Sumatoria  N° total de
Componente Sefial . d (ppm) . B . .
por sefal integracion de Areas  Hidrogenos
CH; 6 1,15 0,780-
NIPPAmM CH, 2 1,57 2.180? 10,84 9
CH 1 2,00
ALG He1 1 5,03 4,960-5,180" 1 1

& (Dincer et al., 2002)
> (Salomonsen et al., 2009)

NIPAAm = 0,546
ALGG = 0,454
0,454 ALGG = 0,811 ALG

La composicion del copolimero de injerto COPI-1-50N es de 40,3 % molar
NIPAAmM y 59,7 % molar alginato.

204



Anexo 1l

e COPI-5-80N

Figura All.12.- Espectro*H-RMN del COPI-5-80N

Tabla All.12- Informacién obtenida del Espectro*H-RMN del copolimero COPI-5-80N.

. n° de H Rango de Sumatoria  N° total de
Componente Sefal . d (ppm) . . . .
por sefal integracion de Areas  Hidrogenos
CH; 6 1,14 0.780-
NIPPAM CH, 2 1,56 2'180° 52,91 9
CH 1 2,00
ALG He: 1 5,01 4,960-5,180° 1 1

& (Dincer et al., 2002)
> (Salomonsen et al., 2009)

NIPAAm = 0,855
ALGG = 0,145
0,145 ALGG = 0,260 ALG

La composicion del copolimero de injerto COPI-5-80N es de 76,7 % molar

NIPAAmMy 23,3 % molar alginato.
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Figura All.13.- Espectro*H-RMN del COPI-5-67N

Tabla All.13.- Informacion obtenida del Espectro*H-RMN del copolimero COPI-5-67N.

. n° de H Rango de Sumatoria  N° total de
Componente Sefial . d (ppm) . B . .
por sefal integracion de Areas  Hidrogenos
CH; 6 1,14 0,780-
NIPPAmM CH, 2 1,57 2.180? 82,38 9
CH 1 2,00
ALG He1 1 5,02 4,960-5,180" 1 1

& (Dincer et al., 2002)
> (Salomonsen et al., 2009)

NIPAAm = 0,902
ALGG = 0,098
0,098 ALGG = 0,176 ALG

La composicion del copolimero de injerto COPI-5-67N es de 83,7 % molar
NIPAAmM Yy 16,3 % molar alginato.
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Figura All.14.- Espectro*H-RMN del COPI-5-50N

Tabla All.14- Informacién obtenida del Espectro*H-RMN del copolimero COPI-5-50N.

. n° de H Rango de Sumatoria  N° total de
Componente Sefial . d (ppm) . B . .
por sefal integracion de Areas  Hidrogenos
CH; 6 1,15 0,780-
NIPPAmM CH, 2 1,57 2.180? 45,00 9
CH 1 2,00
ALG He1 1 5,04 4,960-5,180" 1 1

& (Dincer et al., 2002)
> (Salomonsen et al., 2009)

NIPAAm = 0,832
ALGG = 0,168
0,168 ALGG = 0,300 ALG

La composicion del copolimero de injerto COPI-5-50N es de 73,5 % molar

NIPAAmM Yy 26,5 % molar alginato.
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All.1.3.- Composicion de los copolimeros de injerto sintetizados a partir de la

reaccion de condensacion entre polimeros sensibles amino terminados y alginato.

Los datos utilizados en los célculos se detallan en la Tabla 5.4 del copolimero COP-
L, Tabla 5.5 del COP-H y Tabla 5.6 del COP-C.
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Figura All.15. Espectro'H-NMR del copolimero de injerto COP-L.

Tabla All.15. Informacion obtenida del Espectro'H-NMR del copolimero COP-L.

] ] H Rango de ] Area  Htotales
Polimero Sefial ) d (ppm) » Area ]
(niimero) integracion total (nGmero)
CH, 6 1,12 0,96-1,30% 7,78
P(NIPPAM) CH, 2 1,55 1,33-1,82% 1,96 10,74 9
CH 1 1,99 1,83-2,18? 1
Alginato Ho1 1 5,01 4,96-5,18° 0,91 0,91 1

% Dincer y col, 2002
® Salomonsen y col., 2009
* Sefial correspondiente al hidrogeno anomérico de las unidades gulurénicas del alginato.

A continuacién se presentan los calculos para estimar la composicion de los

copolimeros de injerto. El resultado final se expresa en porcentajes molares, tal que esa

208



Anexo 1l

composicion representa moles de unidades repetitivas de cada polimeros por cien moles

de unidades repetitivas totales.
Por tanto, segun los valores de la tabla 5.4 se establece que,

1H ALGs 091
9H NIPAAm 10,74

= 0,0847

Siendo ALGg y NIPAAmM, los moles de unidades gulurénicas en el alginato y los
moles de mondmeros NIPAAm, respectivamente.

De la relacion ALGG/NIPAAmM y teniendo en cuenta que la sumatoria de las

unidades repetitivas constituyen el entero (composicion total del copolimero) se plantea

que,

ALGg
NIPPAM

= 0,7626 ALG; + NIPAAm =1

ALG; = 0,7626 — 0,7626 ALGg
Obteniendose,
ALG; = 0,433
NIPAAm = 0,567
Dado que, el alginato utilizado tiene una relacion de monomeros M/G= 2,2, esto
implica que solo un 31,3% de los moles de unidades de repetitivas corresponden al

monomero guluronato y el resto (68,7%) al manuronato; se plantea la igualdad:

0,433 ALG; = 1,383 ALG

De ésta manera, el copolimero COP-L presenta un 28,0 % molar de NIPAAmM y un
72,0 % molar de alginato (en unidades repetitivas).
De igual manera se calculd la composicion de los copolimeros denominados COP-H

y COP-C. Para ello se utiliz6 la informacion de las tablas 5.5 y 5.6.
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Figura All.16- Espectros de "H-NMR del copolimero de injerto COP-H.

Tabla All.16. Informacién obtenida del Espectro*H-NMR del copolimero COP-H.

] ] Rango de ] Area  Htotales
Polimero Sefial ) pm) . Area )
(niimero) integracion total (nimero)
CHjs 6 1,12 0,96-1,30° 6,70
P(NIPPAmM) CH, 2 1,55 1,33-1,82% 1,94 9,64 9
CH 1 1,99 1,83-2,18% 1
Alginato Ho: 1 5,01 4,96-5,18° 0,63 0,63 1

& (Dincer y col., 2002)
b (Salomonsen y col., 2009)

La composicion del copolimero COP-H es de un 34,7 % molar de NIPAAmM y un

65,3 % molar de alginato.
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Figura All1.17. Espectro’H-NMR del copolimero de injerto COP-C.

Tabla All.17. Informacién obtenida del Espectro*H-NMR del copolimero COP-C.

) . Rangode H totales
Polimero Sefial ) o (ppm) .. Areatotal )
(niimero) integracion (nimero)
P(NIPPAM CH; 6/9 1,07
a
co- CH, 2 1,25 0,78-2,18 1 9,45°
NTBAAmM) CH 1 1,95
Alginato Ho: 1 4,97 4,90-5,02° 0,09 1
4 Dincer y col., 2002

® Salomonsen y col., 2009

¢ Valor promedio teniendo en cuenta la composicién monomérica NIPAAM/NTBAAmM

La composicion del copolimero COP-C es de un 27,0 % molar de NIPAAmM y un

73,0 % molar de alginato.
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All.2.- CALCULOS A PARTIR DE LA DERIVADA DE PRIMER ORDEN DE
LOS TERMOGRAMAS OBTENIDOS POR TGA

All.2.1.- Composicion de los copolimeros de injerto sintetizados con Nitrato de
Amonio Cérico como iniciador, Capitulo 3.

Se realiz6 la derivada de primer orden de cada uno de los termogramas obtenidos
para los copolimeros de injerto sintetizados con CAN. Las derivadas en funcién de la
temperatura permiten identificar los picos correspondientes a las degradaciones de los
componentes del material. En el rango de 200 a 300°C se presenta el pico que
corresponde a la degradacion del alginato presente en el copolimero. En el rango de
temperaturas de 300 a 400/450°C se presenta un segundo pico, propio de la degradacion
del PNIPAAM.

A partir de la integracion de las areas de los picos se puede estimar la masa
asociada a cada degradacion. Ademas, puede estimarse la masa total de alginato
contenida en el copolimero sumando la masa correspondiente a la degradacion del
alginato en el rango de temperaturas entre 200 a 300°C y la masa remanente del residuo
a 650°C. La masa del residuo fue considerada proveniente del alginato ya que el
PNIPAAmM tiene apenas un 2,5% de masa residual a esa temperatura.

A continuacion se presentan las curvas obtenidas para cada uno de los materiales

del capitulo 3 asi como las tablas obtenidas en el proceso de integracion de los picos.

o COPQ-12CAN-46N*

0,1+
0,0 4
-0,1 -

-0,2

-0,3

dm/dT (%/°C)

0,4 -

-0,5

-0,6

'017 T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800

T(°C)

Figura All.18.- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPQ-12CAN-46N*.
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Tabla All.18.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.18.

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
28,28 177,1 298,1 58,5 219,5
5,70 301,5 403,1 -- 305,5

A modo de ejemplo se describe el procedimiento matematico para el calculo de la
composicion de alginato y PNIPAAm dentro del copolimero COPQ-12CAN-46N*:
Teniendo en cuenta que el residuo a 650°C es de 26,03 tal como se expuso en la
tabla 3.5,
masa de alginato = 28,28 + 26,03 = 54,31

)

1 lgi = =0,274
moles de alginato 193 0,27
masa de PNIPAAm = 5,70

moles de PNIPAAmM = 113 = 0,050

moles totales = 0,274 + 0,050 = 0,324

. 00%

% molar de alginato = 0,274 X 0324 — 84,6%
100%

% molar de NIPAAm = 0,050 X = 15,4%

0,324
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COPQ-13CAN-64N*

Y W‘

T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
T(°C)

Figura All.19.- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPQ-13CAN-64N*

Tabla All.19.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.19.

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
17,11 192,0 298,7 31,7 237,6
21,69 304,4 4557 6,0 359,6

COPQ-12CAN-76N*

05
001 my,, bt |7 T
AL WM ﬂWI‘
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Figura All.20.- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPQ-13CAN-76N*

Tabla All.20.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.20.

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
19,43 188,6 296,7 48.8 2341
20,62 302,4 399,6 16,2 367,8
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COPQ-12CAN-84N*
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Figura All.21.- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPQ-12CAN-84N*

Tabla All.21.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.21.

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
25,55 175,8 300,3 46,10024 2423
14,52 303,8 405,9 7,32188 3715

COPQ-12CAN-47N

W“’“WMWWM

o il

= !

2 051 (]

e Il

B i

£ 1

S |

1,0
T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800

T (°C)
Figura All.22.- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPQ-12CAN-47N

Tabla All.22.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.22.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
26,02 188,5 299,0 17,3 240,947
9,25 302,4 4527 31,3 348,342
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. COPQ-12CAN-64N
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Figura All.23.- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPQ-12CAN-64N

Tabla All.23.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.23.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
17,04 202,0 289,3 14,8 2447
27,05 296,4 409,2 31,7 348,8

o COPQ-12CAN-78N

00 WWW* M MTWWMWW

|
02 ﬁ
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Figura All.24.- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPQ-12CAN-78N

Tabla All.24.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.24.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
23,12 194,2 290,7 21,3 243,7
16,22 301,5 399,7 16,7 338,0
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COPQ-06CAN-64N
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Figura All.25.- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPQ-06CAN-64N

Tabla All.25.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.25.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
17,78 206,6 289,8 4.4 226,2
3,47 296,5 403,1 26,4 340,4

COPQ-24CAN-64N
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Figura All.26.- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPQ-24CAN-64N

Tabla All.26.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.26.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
24,90 1746 288,7 3,6 226,1
6,66 297 400,1 18,9 346,2
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. COPQ-50N-20CAN
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Figura All.27.- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPQ-50N-20CAN.

Tabla All.27.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.27.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
27,18 198,7 288,5 41,0 243,2
9,20 303,5 399, 4 23,8 349,9

All.2.2.- Composicion de los copolimeros de injerto sintetizados a partir del uso de
radiacién gamma de ®°Co, Capitulo 4.

o COPI-03-80N
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Figura All.28.- Derivada del termograma obtenido del copolimero COPI-03-80N.

Tabla All.28.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.28.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
19,86 205,7 2829 18,7 245,6
26,23 292.3 369,6 12,6 3314

. COPI-03-67N
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Figura All.29.- Derivada del termograma obtenido del copolimeros COPI-03-67N.

Tabla All.29.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.29.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
26,52 167,5 279,5 2001 1 239,0
15,91 323,0 798,7 -- 324,3

COPI-03-50N
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Figura Al1.30.- Derivada del termograma obtenido del copolimeros COPI-03-50N.

Tabla All.30.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.30.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
30,51 154,7 286,1 54,7 231,6
9,89 293,6 443,6 25,3 323,6
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Figura All.31.- Derivada del termograma obtenido del copolimeros COPI-05-80N.

Tabla All.31.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.31.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
15,85 215,1 275,6 20,8 252,4
47.02 2942 646,2 19,0 342,0

COPI-05-67N
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Figura All1.32.- Derivada del termograma obtenido del copolimeros COPI-05-67N.

Tabla All.32.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.32.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
21,96 200,8 295,0 17,5 246,7
32,67 300,0 401,1 20,9 331,6
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COPI-05-50N
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Figura All.33.- Derivada del termograma obtenido del copolimeros COPI-05-50N.

Tabla All.33.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.33.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
24,87 205,5 281,0 42.0 247,3
33,88 2924 4127 23,3 345,9

COPI-1-80N
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Figura All.34.- Derivada del termograma obtenido del copolimeros COPI-1-80N.

Tabla All.34.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.34.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
12,86 206,1 286,5 16,1 251,1
58,40 302,8 400,1 18,0 344,0

221



COPI-1-67N

dm/dT (%/°C)

Anexo 1l

05-
0,0 R ‘}k}rf” bl
% %
o
05 “‘u‘\' i
M il
12
v
1,01 ! il
1,54
_2'0 T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700

800
T(°C)

Figura Al1.35.- Derivada del termograma obtenido del copolimeros COPI-1-67N.

Tabla All.35.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.35.-

Area

Inicio(°C)

Fin (°C) Ancho Centro(°C)

22,13
35,15

COPI-1-50N

dW/dT (%/°C)

198,8
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339,1
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399,7
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Figura Al1.36.- Derivada del termograma obtenido del copolimeros COPI-1-50N.

Tabla All.36.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.36.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
25,06 207,5 286,4 325 246,9
26,34 297,0 398,2 18,9 343,2
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Figura Al1.37.- Derivada del termograma obtenido del copolimeros COPI-5-80N.

Tabla All.37.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.37.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
3,66 205,7 281,7 17,14 245,5
81,06 287,4 445,5 32,52 351,7
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Figura Al1.38.- Derivada del termograma obtenido del copolimeros COPI-5-67N.

Tabla All.38.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.38.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
18,28 200,4 283,9 20,01 244,7
47,50 290,0 453,8 18,27 333,7
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Figura Al1.39.- Derivada del termograma obtenido del copolimeros COPI-5-50N.

Tabla All.39.- Datos obtenidos de la integracion de los picos de la figura All.39.-

Area Inicio(°C) Fin (°C) Ancho Centro(°C)
25,76 194,2 292,3 23,0 2422
20,10 296,7 463,6 22,3 326,0
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All.3.- CALCULOS DE COMPOSICION A PARTIR DE LOS RESULTADOS
OBTENIDOS POR ANALISIS ELEMENTAL.

A continuacidn se presentan los calculos matematicos para estimar la composicion
del COPI-1-80N, procedimiento empleado del célculo de cada uno de los copolimeros
sintetizados.

A partir de la relacion de N% y C% del NIPAAm, presentados en la tabla 4.3 del
capitulo 4, se calculé el contenido de C correspondiente al NIPAAm dentro del

copolimero,

58,918 C corresp.al NIPAAm _ x C corresp al NIPAAm en COPI — 1 — 80N
11,870 N corresp. al NIPAAm 8,130 N COP1 — 80N

Siendo: C corresp al NIPAAm en COPI — 1 — 80N = 40,354

Restando el contenido de C correspondiente al NIPAAm al C total presente en el
copolimero puede obtenerse el C correspondiente al alginato:

49,833 C total en COPI — 1 — 80N — 40,354 C corresp al NIPAAm en COPI — 1 — 80N
= C corresp al ALG en COPI — 1 — 80N
Obteniendose,
C corresp al ALG en COPI — 1 — 80N = 9,479

Los valores de las masas de carbono (g) para cada componente pueden asociarse a
una cantidad de gramos de alginato y NIPAAm teniendo en cuenta los resultados de

andlisis elemental para cada uno de ellos,

100 g de PNIPAAm 8130 o de N 1 NIPAA 68,5 g NIPAA
x —

11,870 gdeN T BEETEOTERE e ;
100 g de ALG 9479 o de C 1ALG = 31,6 g ALG
e =
30004 g doC , g de C corresp a 08
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De los valores en gramos, se obtienen los moles de unidades repetitivas de cada

componente,

1 mol NIPAAm 685 o NIPAA 0,61 mol NIPAA
X =
1 mol ALG 31.6 o ALG = 0.16 mol ALG
_— X =
198 gALG 08 o me

Finalmente a partir del valor de los moles totales obtenidos es posible calcular el
porcentaje molar de NIPAAm en el copolimero.
n totales = 0,61 mol NIPAAm + 0,16 mol ALG = 0,77 moles

100%

—_— X 1= 2 % NIPAA
0,77 moles 0.6 79,2 % m
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ANEXO 111

QUIMICA DE LAS RADIACIONES

Alll.1.- Introduccion

Los cambios radioinducidos se atribuyen inicialmente a una mezcla de
intermediarios reactivos que incluyen inicialmente iones y moléculas excitadas y
posteriormente a la formacion de radicales libres, los cuales son considerados como los
principales responsables de diferentes reacciones quimicas.

Los tipos de radiacion mas comunmente empleados son aquellos producidos por
el decaimiento de ndcleos radiactivos naturales o artificiales (radiacion alfa, beta y
gamma), o bien haces de particulas cargadas aceleradas (electrones, protones,
deuterones, nucleos de helio y otros nucleos pesados) y también rayos X.

Alll.2.- Unidades de Radiacién

La velocidad con que se desintegra una fuente radiactiva se denomina Actividad y
se mide en Curie, Ci (unidad antigua) o Becquerel Bg segun el Sistema Internacional.

Su equivalencia es:
1 Ci=3,71010 Bq.

Los efectos de las radiaciones dependen de la energia que se absorbe por unidad
de masa de cualquier material. Entonces la cantidad de Dosis Absorbida esta definida
como la energia por unidad de masa que se deposita en el material. La unidad es el Gray
(Gy), que equivale a un joule por kilogramo. Tradicionalmente se ha usado el RAD
(Roentgen Absorved Dose), que equivale a 100 erg/g.

La conversion de unidades es entonces:
1 Gy = 1J/kg = 10.000 erg/g = 100 rad

Si los efectos estudiados son bioldgicos, se emplea la Dosis efectiva. Su unidad
es el Sievert, y en su célculo aparecen factores de ponderacion con los cuales se toma en

cuenta la sensibilidad de los tejidos irradiados.
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Alll.3. Desintegraciones Nucleares

Existen nucleos que son inestables y que alcanzan la estabilidad mediante la
emision de algln tipo de radiacion electromagnética o de algin tipo de particula.

Cuando el proceso de emisidn ocurre, se dice que se produce una desintegracion.
AlllL3.1. Radiacion Gamma

Cuando un nicleo esta excitado (estado metaestable), al regresar a su estado
fundamental, lo puede hacer emitiendo radiacion y. Se trata de radiacion

electromagnética y sigue la ley de Planck, ecuacion Alll.1:

[
Ey=h><v=h><z (AllLYL)

Los rayos y son monoenergeéticos casi sin masa y siempre acompafian a una
desintegracion B, o y al proceso de fision nuclear.

La radiacion vy tiene las mismas caracteristicas de la luz. Son fotones de alta
energia (mas energeticos que los rayos X) y se ubican energéticamente en la ultima

parte del espectro electromagnético, junto con algunos rayos cosmicos (figura Alll.1.).

Lon'gitud de onda (A) en metros.

AVAVAVAVANGZA NI~

1013 1()‘z 10" 10 109 10° 107 0‘ 105 0" 1(}3 102 101 10 1('12 103 10‘ 108
| i ; 8 |
g . Infrarrojo (ijadar\_)
Rayos 5 |8 —_— o=
Gamma Rayos X = |@| 2| < Ondas de Radio >
B IS i Térmico B e T g
S g‘ & Mlcroondas )

Figura Alll.1.- Espectro electromagnético.

Las ondas electromagnéticas, entonces, aumentan su frecuencia al aumentar la
energia. La longitud de la onda es inversamente proporcional a la frecuencia. En
consecuencia la longitud de onda disminuye al aumentar la energia como se muestra en
el dibujo.

Estas formas de energia pueden ser controladas y usadas para cubrir importantes
necesidades de los seres humanos, y son de hecho utilizadas cotidianamente en un

amplio espectro de aplicaciones, tales como telecomunicaciones, hornos de microondas,
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diagndstico y tratamiento de enfermedades (Rayos X y Gamma), o para el
procesamiento de productos y sustancias que requieren un medioambiente libre de
microorganismos (UV; Rayos Gamma).

La aplicacion de radiacion ionizante para la modificacion de materiales ha sido y
sigue siendo ampliamente utilizada en el area de los polimeros(Rosiak, 1995; Given et
al., 1999; Kumar et al., 2006; Liu et al., 2007; Abd EI-Mohdy & Safrany, 2008;
Grasselli et al., 2009). En general en estos procesos, se prefiere el uso de radiacion
Gamma frente a los electrones acelerados, porque si bien ambas técnicas producen
iones en forma homogénea, la radiacion gamma tiene una mayor penetracion en el
material a tratar. La figura Alll.2, presenta un esquema de la penetracion de las
radiaciones ionizantes. La radiacion gamma penetra en la materia mas que las particulas
o o B. La radiacion a se frena en un papel delgado, la B y los electrones se frenan
interponiendo una lamina de plastico o aluminio de un milimetro de espesor, pero la

radiacion gamma requiere gruesos espesores de plomo, para su atenuacion.

Radiacion lonizante

Rayos Gamma

Atomo

Nucleo e
(Neutrones y Protones) Papel  Plastico Plomo

Figura Alll.2.- Esquema de la penetracidn de las radiaciones ionizantes.
Alll.3.1.1. Cobalto 60

El Cobalto 60 (*°Co) es un metal radiactivo que se caracteriza por emitir energia
en forma de rayos gamma. Se lo obtiene a partir del is6topo natural del Cobalto, **Co,
exponiéndolo a un flujo de neutrones. Estos neutrones se pueden producir en gran
cantidad en los reactores nucleares. Nuestro pais es productor de este isdtopo radiactivo
en el reactor de Embalse de Rio Tercero, Cordoba , para uso interno y el excedente se

exporta.

59Co 4+ n - %°Co
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El ®Co es radiactivo y se desintegra emitiendo particulas beta (electrones

nucleares) y dos rayos gamma de energias Ey=1,173 y 1,332 Mev. (Figura AIIL.3).

REACTOR DECAMIENTO DE LA FUENTE

‘\munon . . X FUBNTR “,'p;(uvun‘(}'" R ”.n(cl-om
Y ([ ut We®e
3 D ®
@ " Co 60 — @
& ‘ Niso @)

Figura Alll.3.- Esquema del decaimiento radioactivo del ®°Co.

El ®Co se encapsula herméticamente en fuentes de diversas geometrias y
dimensiones de acuerdo a su uso. Este radioisotopo, para poder ser utilizado sin riesgos
de contaminacion para las personas o el medioambiente, se envasa en recipientes
herméticos de doble pared de acero inoxidable, a prueba de pérdidas y de corrosion,
Ilamados fuentes selladas. Se fabrican dos tipos de fuentes, para uso en radioterapia y
para uso industrial.

En nuestro pais hay dos plantas semi-industriales de irradiacion con rayos gamma
de °Co, una de ellas en el Centro Atémico de Ezeiza (CAE-CNEA) y otra privada
IONIX en la localidad de Talar de Pacheco, Provincia de Buenos Aires. En ambas se
irradian diferentes productos comerciales (alimentos, elementos de cosmética, envases

para remedios etc.) para su esterilizacion.
Alll.4. Tratamiento con radiacién gamma de ®°Co de materiales poliméricos en
estado solido.

Los polimeros estan constituidos por moléculas de alto peso molecular, que al ser

expuestas a radiaciones de alta energia pueden sufrir los siguientes cambios quimicos:

o Entrecruzamiento: la formacion de enlaces intermoleculares permite un

incremento de la masa molar.(Giiven et al., 1999; Raz & Katus”, 2008)

o Degradacion: la escision de cadenas disminuye la masa molar

significativamente.(Nagasawa et al., 2000; Lee et al., 2003; Wasikiewicz et al., 2005)
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o Formacion de gases: evolucion de productos gaseosos como H,, CH4, CO
que implican una modificacion de los grupos funcionales dentro de la

macromolécula.
. Cambios en la insaturacion de las moléculas.
. Ciclacion: formacién de enlaces intramoleculares

o Oxidacion: Cuando la irradiacion se produce en presencia de oxigeno
puede generar la formacion de especies oxidadas.

Finalmente el polimero puede ser resistente a la radiacion no presentando de
manera significativa ninguno de los cambios anteriormente mencionados (Filho et al.,
2010).

AllL5 Cambios inducidos en polimeros irradiados en solucion acuosa

En primer lugar, la radiacion incidente sobre las moléculas de agua puede
ionizarlas de tal manera que se forma un ion H,O" y un electrdn libre. A este electron se
le llama electron acuoso pues es muy lento dentro del sistema, ya que casi toda la
energia se ha invertido en arrancarlo de la molécula.

El ion H,O" es muy inestable y rapidamente se descompone en un H"y en un
radical OH®. El electron acuoso, puede reaccionar con otras moléculas organicas o con
una segunda molécula de agua produciendo radicales H® e iones hidroxilo OH®.

Los radicales H®* y OH® con gran reactividad quimica, pues tienen un electrén
desapareado, tenderan a crear enlaces y quitar asi a&tomos a otras moléculas del sistema

irradiado.

H,0 +rad » H,0" + e~
H,0* > H* + OH®
e +H,0 > H,0" > H*+ OH™

H,0 + H®* > H, + OH"®

231


http://es.wikipedia.org/wiki/Hidroxilo

Anexo 11

Los iones hidroxilo y los protones libres, por tener cargas opuestas, tenderan a atraerse

neutralizandose y formando de nuevo agua.

Existe también la posibilidad méas directa de formar los radicales libres por la excitacion
de las moléculas de agua, inducida a partir de la radiacion de alta energia. Tedricamente es

posible que por este proceso se produzca la disociacion del agua en radicales H* y OH®.
H,0 + rad - H,0" - H®* + OH®

De una manera u otra se forman radicales que poseen electrones desapareados, lo que los

hace altamente reactivos, bien como agentes oxidantes o reductores.

Los radicales se distribuyen a lo largo de la trayectoria de la radiacion,
dependiendo de la transferencia lineal de energia de la misma. Una buena parte de ellos

se pierden en reacciones neutralizadoras combinandose de la siguiente forma.
H®* + H® - H,
OH® + OH® - H,0,
H® + OH® - H,0

Pero otros se propagan pudiendo interaccionar con otras moléculas presentes en el

sistema irradiado y generan nuevos radicales en la molécula:
RH + OH® - R* + H,0
RH + H® - R*+H,

Cuando se irradian soluciones acuosas de polimeros, se produce la radidlisis del
agua y también se forman intermediarios reactivos en las macromoléculas. Esto
proviene de la accion directa de la radiacion en el polimero o de forma indirecta por la
reaccion con los intermediarios generados en el agua. En soluciones diluidas o
moderamente concentradas, prevalece el efecto indirecto con intermediarios del agua.

Entre las especies reactivas, el OH® tiene una mayor velocidad de reaccion y
reacciona abstrayendo un hidrégeno del polimero generando macroradicales. Dado que
estos OH® arrancan hidrégenos en diferentes posiciones, esto genera varios tipos de
radicales, algunos centrados en atomos de carbono, y en otros casos oxi-radicales
cuando arranca los hidrogenos unidos a atomos de oxigeno. La reaccion de estos oxi-

radicales puede generar la ruptura de las cadenas poliméricas.
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Los radicales poliméricos centrados en atomos de carbono son importantes en la
formacion de entrecruzamientos de cadenas (crosslinks) y por lo tanto en la formacion
de hidrogeles. En aquellos casos en que, por el contrario, se producen reacciones de
escision de cadenas, estas se pueden producir en la cadena principal cuando el radical se
ubica alli, o bien el corte de las cadenas laterales si se situa en esas cadenas.

Desde el punto de vista de la quimica de las radiaciones la formacion de
entrecruzamientos radioinducidos en los polimeros, junto con la formacion de
hidrogeles es una de las aplicaciones de mayor suceso en el mundo.

La produccion de entrecruzamientos intermoleculares, es decir la unién de
cadenas vecinas, depende de varios factores, entre ellos de la movilidad de los
macroradicales, la concentracion de polimero en la solucién y también de la velocidad
de dosis. Para muy altas velocidades de dosis, tal como aquella de los aceleradores de
electrones (EB), se genera una enorme cantidad de radicales simultaneos en la solucion,
tal que la probabilidad de recombinacion entre los mismos es muy alta. Por el contrario
la formacion de enlaces intermoleculares se ve reducida y la formacion de hidrogeles
también.

La combinacion de una mayor concentracion de polimero en el sistema a irradiar
junto con una menor velocidad de dosis, resulta muy conveniente para la produccién de

hidrogeles con buena eficiencia(Rosiak y Ulan, 1999).
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ANEXO IV

CURVAS DE CALIBRADO

En el capitulo 6 se presentaron los perfiles de liberacién de atenolol para los
hidrogeles seleccionados. La cuantificacion del farmaco liberado se realiz6 a partir de
mediciones de absorbancia. En éste anexo se presentan las curvas de calibrado de
atenolol y ofloxacina.

AlV. Metodologia

En primera instancia se determind la longitud de onda de trabajo para los dos
farmacos utilizados, ofloxacina y atenolol. Una solucién patron de cada uno de ellos se
midio en el espectrofotometro realizando un barrido del espectro de longitudes de onda
entre 200 y 800 nm. Determinandose los maximos de absorcion en A =293 y A = 274
nm para la ofloxacina y el atenolol respectivamente.

Para la realizacion de las curvas de calibrado, en cada caso se prepararon seis
soluciones de concentracion creciente a partir de la dilucion de una solucion inicial. De
las recta de Absorbancia en funcion de la concentracion se obtuvo el coeficiente de
absortividad molar para cada uno de los principios activos.

Las curvas de calibrado se presentan en las Figuras AIV.1 y AIV.2 para la
ofloxacina y el atenolol respectivamente.

Teniendo en cuenta la ley de Lambert-Beer,
A=exXbXx(C

Al presentar las graficas de Absorbancia (A) en funcién de la concentracion (C) se
obtuvo un valor de absortividad molar a partir de la pendiente de la recta. Este valor
para la ofloxacina fue ¢ = 32544 cm™. M™ y para el atenolol fue £ = 1272,8 cm™. M™

considerando que el camino o6ptico (b) fue igual a 1 cm.
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Figura AIV.1. Curva de calibracion para ofloxacina a A = 293 nm empleando diluciones a partir
de una solucién inicial de 1 mg/mL. Curva de ajuste: A = 32544 C.
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Figura AIV.2. Curva de calibracion para atenolol a A = 274 nm empleando diluciones a partir
de una solucién inicial de 5 mg/mL. Curva de ajuste: A = 1272,8 C.
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