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Resumen

RESUMEN

El estudio de la preparacién y caracterizacion de hidrogeles de redes interpenetradas
basadas en polimeros ha sido de gran interés en la actualidad, debido a sus atractivas
propiedades, entre las que se encuentran la capacidad de hinchamiento en agua o fluidos
biologicos, asi como su biocompatibilidad y biodegradabilidad; lo que les permite contar con
aplicaciones potenciales dentro de los campos de bioingenieria, biotecnologia, medicina,
farmacia, agricultura, industria alimenticia, entre otros.

Tomando en consideracion las buenas propiedades de hinchamiento de la
poliacrilamida, asi como las propiedades de biodegradabilidad y biocompatibilidad del
biopolimero poli(acido-y-glutamico), en el presente trabajo se llevé a cabo la preparacion de
hidrogeles de redes  semi-interpenetradas de  poliacrilamida (PAAm) vy
poli(acido-y-glutamico) (y-PGA) en proporciones molares de PAAm/y-PGA correspondientes
a 100/0, 95/5, 90/10, 85/15, 80/20 y 75/25 para analizar el efecto de la composicién de las
redes semi-interpenetradas (semi-IPNs) sobre las propiedades estudiadas. El y-PGA utilizado
fue obtenido mediante €| cultivo de la bacteria Bacillus licheniformis. En la preparacion de las
redes semi-interpenetradas se utilizaron dos masas moleculares diferentes de y-PGA,
correspondientes a 83200 y 155800 g/mol, obtenidas mediante la hidrélisis alcalina del v-PGA
previamente purificado. Se estudié el efecto de la masa molecular del y-PGA sobre la
morfologia, propiedades mecanicas, y propiedades de hinchamiento de estos sistemas
poliméricos.

La caracterizacibn de las redes semi-interpenetradas se llevé a cabo mediante
microscopia 6ptica, microscopia electronica de barrido, microscopia de fluorescencia de laser
confocal, espectroscopia de infrarrojo, analisis termomecanico, analisis termogravimétrico,
propiedades mecanicas y propiedades de hinchamiento.

En los estudios realizados mediante microscopia dptica en hidrogeles tefiidos con el
colorante azul alcian, y mediante microscopia de fluorescencia de laser confocal, en
hidrogeles elaborados con y-PGA modificado con pirenmetilamina, se encontr6 que el y-PGA
permanece intercalado dentro de la semi-IPN y se encuentra distribuido de manera uniforme.

Por otra parte, mediante microscopia electronica de barrido (SEM), se encontré un



Resumen

incremento en la porosidad de las semi-IPNs al aumentar el contenido de y-PGA dentro de las
mismas.

Los espectros de infrarrojo correspondientes a las semi-IPNs presentaron
desplazamientos en la banda del estiramiento del grupo amida en PAAm; lo que aunado a la
presencia de grupos los funcionales -COOH y -NH, en y-PGA y PAAm, respectivamente; nos
permite sugerir la existencia de interaccion mediante puentes de hidrogeno.

En el analisis por TMA se encontrd que los hidrogeles con mayor contenido de y-PGA
al ser sometidos al proceso de calentamiento con aplicacion de carga constante pierden el agua
mas rapidamente en comparacion a los hidrogeles con menor contenido de y-PGA, lo que
puede atribuirse al mayor contenido de agua dentro del hidrogel.

En la determinacion de la resistencia a la compresion de los hidrogeles, se encontro
que en general la PAAm presenta mayor resistencia mecanica en comparaciéon a las redes
semi-interpenetradas, lo que puede ser atribuido a la rigidez del gel de PAAm; sin embargo,
las semi-IPNs presentaron mayor capacidad de deformacion a la ruptura en comparacion a la
PAAm, este comportamiento puede ser atribuido a la mayor flexibilidad de las semi-IPNs lo
que les permite deformarse mas facilmente.

Se analiz6 el efecto de la temperatura y pH sobre las cinéticas de hinchamiento de las
semi-IPNs. En estas pruebas se encontr6 un aumento en los valores de hinchamiento,
relacionado con el incremento del tiempo de contacto con el medio de hinchamiento,
contenido de y-PGA en la semi-IPN, temperatura y pH.

En este trabajo se llevé a cabo la modificacion del y-PGA con amino B-ciclodextrinas
(B-CDNHS,), lo cual fue demostrado mediante RMN-"H y RMN-3C. Se analizé la estabilidad
térmica del y-PGA modificado mediante analisis termogravimétrico, donde el yYPGA - amino
BCD (YPGA-BCDNH) presenté una estabilidad térmica intermedia entre los componentes
individuales. Por otra parte, se elaboraron hidrogeles de PAAm/yPGA-BCDNH con la
finalidad de estudiar el efecto de la temperatura y pH sobre las cinéticas de hinchamiento de
estos hidrogeles, de este estudio se infiere que estos hidrogeles no presentan sensibilidad ante
cambios de temperatura y pH, lo que se puede atribuir al bloqueo parcial de los grupos
carboxilos del y-PGA.

i



Introduccion

I. INTRODUCCION

En la actualidad los materiales poliméricos han alcanzado gran importancia dentro del
mercado mundial, ya que cubren diferentes necesidades tanto de la vida cotidiana como a
nivel industrial. Los polimeros son utilizados diariamente debido a que pueden encontrarse
como parte de los utensilios de cocina, en aparatos electrodomésticos, en juguetes, equipos de
oficina, en autos; asi como en el area de la medicina, donde se utilizan en la elaboracién de
prétesis, musculos, en liberacidon controlada de farmacos, entre otros. Para éstas ultimas
aplicaciones en medicina se estd estudiando ampliamente el uso de hidrogeles poliméricos,
debido a que estos materiales pueden ser hinchados en soluciones acuosas y de esta manera
son mas compatibles con los tejidos vivos.

Los hidrogeles son un tipo de material polimérico que consta de redes poliméricas
entrecruzadas hinchadas en agua o fluidos biolégicos'™. Se han llevado a cabo numerosos
estudios basados en hidrogeles, los cuales se caracterizan por su sensibilidad ante cambios
ambientales tales como pH, temperatura, campos electromagnéticos, fuerza idnica, entre otros,
mostrando cambios rapidos de hinchamiento y sinéresis. Con base en estas propiedades, los
hidrogeles poliméricos han sido objeto de estudio para la obtencion de materiales con
aplicaciéon en campos de bioingenieria, biotecnologia, medicina, farmacia, agricultura,
industria alimenticia, entre otros >®. Entre este tipo de materiales inteligentes, los hidrogeles
sensibles a cambios de pH y temperatura son los que mas ampliamente han sido estudiados.
En este sentido se ha realizado investigaciéon donde se combinan las sensibilidades del pH y la
temperatura. mediante copolimerizacion de dos monémeros o mediante la formacion de redes
poliméricas interpenetradas. Es asi como se han reportado numerosos trabajos basados en la
preparacién de hidrogeles de redes poliméricas interpenetradas (IPNs), cuya finalidad radica
en la obtenciéon de un material con propiedades de hinchamiento caracteristicas de los
hidrogeles, aunado a mejores propiedades mecanicas. Entre las redes que forman las IPNs no
hay formacioén de enlaces covalentes, cada red mantiene sus propiedades, pero si se puede
variar de forma independiente la proporcién de cada red > .

La poliacrilamida (PAAm) es uno de los principales polimeros estudiados en este tipo
de sistemas, debido a que presenta buenas propiedades de hinchamiento® °. Por otra parte, en

el Departamento de Biopolimeros de esta institucion se ha trabajado en la obtencién del
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biopolimero poli(acido-y-glutamico) (y-PGA), a partir de un método bioldgico. De esta manera
surgi6 la inquietud de combinar ambos polimeros, y llevar a cabo un estudio de preparacion
de hidrogeles de IPNs basadas en PAAm/y-PGA.

Como se menciond anteriormente, en la literatura se encuentran citados una gran
cantidad de estudios basados en la preparacién de IPNs con PAAm, en estos trabajos se
reportan buenas propiedades mecanicas y de hinchamiento para estos sistemas. Por otra parte,
al incluir el biopolimero y-PGA en estos sistemas se adicionan propiedades como
biodegradabilidad y biocompatibilidad; ademas en la bibliografia se han reportado muy pocos
trabajos donde se utilice un biopolimero para la preparaciéon de IPNs. De igual manera los
trabajos citados en la bibliografia referentes al y-PGA se fundamentan dnicamente en la
preparacién de hidrogeles, como se muestra en los trabajos realizados por H. J. Choi y col."
donde se obtuvieron hidrogeles del y-PGA mediante irradiacién vy, los cuales presentaron
buenas propiedades de hinchamiento e hidrodegradabilidad a 100 °C durante una hora en
agua; M. Kunioka y col."" reportaron la elaboracién de hidrogeles de y-PGA y Poly(e-lisina)
mediante irradiacién y, estos hidrogeles presentaron buena sensibilidad al cambio de pH sobre

1.2 reportaron la elaboracién de

sus propiedades de hinchamiento; D. Gonzélez y co
hidrogeles de y-PGA el cual fue entrecruzado mediante el uso de dihalogenoalcanos, estos
hidrogeles también presentaron sensibilidad hacia cambios de pH. Con base en lo anterior, la
elaboracion de redes semi-interpenetradas (semi-IPNs) utilizando y-PGA como polimero lineal
representa una relevante importancia ya que permite obtener un material con las propiedades
mecanicas y de hinchamiento caracteristicas de las IPNs, asi como biodegradabilidad y
biocompatibilidad representativa de los biopolimero, esto aunado al caracter hidréfilo del
v-PGA lo que favorece las propiedades de hinchamiento del material. Por otra parte el y-PGA
contiene grupos carboxilo libres (sin reaccionar), mediante los cuales se pueden unir
determinadas sustancias quimicas, ampliando de esta manera el potencial de aplicaciones.
Entre las aplicaciones potenciales de estos materiales se encuentra la liberacion controlada de
farmacos, liberacidon controlada de pesticidas, switches electrénicos e inmovilizacién de
células y enzimas, asi como en ingenieria de tejidos.

En el presente trabajo se reportan los resultados obtenidos en la sintesis de hidrogeles

de semi-IPNs basados en PAAm/y-PGA elaborados con variacién en la proporcién de los
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componentes, donde se utilizé y-PGA de masa molecular correspondiente a 83200 y 155800
g/mol, Asi como los resultados obtenidos en la caracterizacion mediante analisis por
microscopia dptica, microscopia de fluorescencia laser confocal, microscopia electronica de
barrido, espectroscopia de infrarrojo, analisis termomecanico y analisis termogravimétrico.
Asi mismo, se estudié del efecto del contenido de y-PGA en la red semi-interpenetrada sobre
la cinética de hinchamiento en agua, asi como el efecto de la temperatura y pH en el equilibrio
de hinchamiento. Finalmente se reporta la funcionalizacién del y-PGA con -CDNH,,
incluyendo su caracterizacion. Esta tltima parte se propone como un paso previo que permitira
utilizar la f-CD como molécula huésped de otras biomoléculas con uso potencial en la

liberacién controlada de farmacos.
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11. ASPECTOS TEORICOS

2.1. Geles basados en polimeros

Los polimeros son aptos para llevar a cabo la formacién de geles gracias a su estructura
comprendida por largas cadenas. La flexibilidad de estas cadenas hace posible que se
deformen para permitir la entrada de moléculas de disolvente dentro de su estructura
tridimensional'>.

Un gel es una red tridimensional constituida de elementos basicos interconectados en
alguna forma e hinchada en un disolvente. Como regla, los geles son sistemas en los cuales el
disolvente representa el componente mayor . Los geles se pueden clasificar en dos tipos, en
funcion de la naturaleza de las uniones de la red tridimensional que los constituyen:

Geles fisicos. Presentan una red tridimensional formada por uniones que no son
completamente estables a ciertos cambios fisicos (pH, temperatura, etc), sino que estin
asociadas a una formacién y disociacion de enlace, que se puede dar en los dos sentidos.
Generalmente, las uniones son del tipo de van der Waals y puentes de hidrégeno, estos tipos
de uniones son mucho mas débiles que las uniones covalentes. En la Figura 2.1a se
esquematizan este tipo de interacciones.

Geles quimicos. Son aquéllos en los que la red estd formada a través de enlaces
covalentes. Este tipo de enlace es muy fuerte y su ruptura conduce a la degradacion del gel.
Por este motivo se dice que los geles quimicos no son reversibles con la temperatura, una vez
rotos los enlaces no se pueden volver a formar. Este tipo de enlace da lugar a un proceso

conocido como gelacion fuerte”. En la Figura 2.1b se representa este tipo de enlace.
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Figura 2.1. Tipos de enlaces en geles. a) Geles fisicos, b) Geles quimicos

Los geles son intermediarios importantes en la fabricacion de polimeros tales como
caucho, peliculas y membranas. Son utilizados como un absorbente en paiiales, para
purificacion del agua, y en cromatografia y electrofofesis, donde las moléculas son separadas
de acuerdo a su velocidad con que pasan a través de los poros o son expulsadas por los
mismos. Los geles son ampliamente usados como implantes en cirugia plastica, en lentes de
contacto suaves, liberacién controlada de farmacos, misculos artificiales, etc'”.

La red polimérica de un gél puede ser formada por varios caminos; entre los que se
encuentran, la formacién del entrecruzamiento a partir de la polimerizacion del monémero,
donde la red es formada por polimerizacién de unidades bifuncionales y unidades
polifuncionales como s¢ muestra en la Figura 2.2, donde se puede apreciar que las unidades
bifuncionales son conectadas para formar largas cadenas, y las unidades polifuncionales

actian como entrecruzantes (Figura 2.2a), asi como la formaciéon de la red polimérica
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mediante entrecruzamiento de las cadenas de polimero, las cuales son formadas desde
unidades bifuncionales (Figura 2.2b). Los geles son también clasificados por la fuerza de los

entrecruzamientos'°.

a) -
— 4 -}— m— %

b)

TN~ -
/_\\_/ —-
/_ﬁ_\\\'_/ v

Figura 2.2. Formacién de la red. a) entrecruzamiento a partir de la polimerizacién del

monodmero, b) entrecruzamiento del polimero

2.2 Hidrogeles

No existe una definicion precisa del término hidrogel, la descripciéon mas comin se
refiere a estos como materiales poliméricos entrecruzados en forma de red tridimensional de
origen natural o sintético, formadas por polimeros o copolimeros de mondémeros hidréfilos.
Estos materiales se hinchan al contacto con el agua, formando materiales blandos y elasticos,
que retienen una fracci6n significativa de la misma en su estructura sin disolverse, 2% ¢,

Los hidrogeles se caracterizan por su hidrofilicidad e insolubilidad en agua, alto

contenido de agua, permeabilidad hacia una gran variedad de moléculas, incluyendo
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macromoléculas, y por su buena biocompatibilidad. La hidrofilicidad se debe a la
presencia de grupos solubles en agua tales como —OH, -COOH, -CONH-, -SOs;H, entre
otros. La insolubilidad y la estabilidad de la forma del hidrogel se deben a la presencia de la
red tridimensional. El alto contenido de agua en el hidrogel puede contribuir con su
compatibilidad con los tejidos naturales ' %,

Los hidrogeles pueden clasificarse de varias formas, dependiendo de las caracteristicas
y propiedades que se tomen como referencia’’. Con base en la naturaleza de los grupos
laterales, pueden clasificarse en neutros o 16nicos (anidnicos, catidnicos, anfoliticos). De
acuerdo a sus caracteristicas mecanicas y estructurales, se pueden clasificar en redes afines o
redes fantasmas. Dependiendo del método de preparaciéon, en red homopolimérica,
copolimérica, o red polimérica interpenetradazo. Finalmente, pueden clasificarse con base en la
estructura fisica de la red en hidrogeles amorfos, semicristalinos, estructuras por enlaces de

hidrégeno y agregados hidrocoloidales®'.

2.2.1 Hidrogeles comomateriales inteligentes

Los hidrogeles basados en polimeros presentan un potencial muy prometedor como
materiales inteligentes, ya que muestran cambios estructurales y fisicos ante Cciertas
condiciones externas, entre las que se incluyen, temperatura, pH, campo eléctrico, iones 6
ciertas especies quimicas, fuerza iénica, componentes del solvente, radiacion electromagnética
y/6 estimulo fotoeléctrico, entre otros” '®. Las dos primeras condiciones externas son las que
han tenido mayor relevancia en su estudio debido a la importancia de ambas variables en
sistemas fisioldgicos, biolégicos y quimicos. Enseguida se detalla la sensibilidad de los
hidrogeles ante cada uno de estos factores externos.

e Sensibilidad al pH. El cambio del pH del medio de hinchamiento induce cambios en
el grado de ionizacion correspondiente a los grupos funcionales libres en la cadena
polimérica y, por lo tanto un cambio en la capacidad de hinchamiento del hidrogel. Si
un gel contiene grupos ionizables, es considerado un gel sensible al pH ya que la
ionizacidn se encuentra determinada por el pH. En la Tabla 2.1 se muestran los grupos

funcionales mas comunes en este tipo de estudio.
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Tabla 2.1. Grupos funcionales mas comunes en hidrogeles sensibles al pH.

Ionizacién Grupos funcionales sensibles al pH
Anidnicos -COO -OPO5”
Cati6nicos -NH;" -NRH," -NRH" -NR;"

Las redes poliméri‘cas con estos grupos ionizables experimentan cambios importantes
en su comportamiento de hinchamiento al ser sometidos a medios de hinchamiento con
diferentes pHs.

Los geles que contienen grupos funcionales como 4cidos carboxilicos aumentan su
ionizacion al aumentar el pH, con lo cual se incrementa el numero de cargas en la red
polimérica, provocando de esta manera un incremento de las repulsiones electrostaticas
entre las cadenas. Esto produce un aumento en la hidrofilia de la red y, de esta manera,
un mayor hinchamiento del material.

En cambio, los geles que contienen grupos funcionales como aminas incrementan su
ionizacién con la disminucién del pH del medio de hinchamiento lo que provoca un
incremento en su capacidad de hinchamiento, atribuida a las repulsiones

electrostaticas'>.

Sensibilidad a la Temperatura. La transicion de fase en volumen (cambios de
hinchamiento) de un gel termosensible se publicéd por primera vez por Hirokawa y
Tanaka en 1984 para geles de N-isopropilacrilamida (NIPA) en aguazz.

El cambio de volumen producido en los geles termosensibles se encuentra basado en
la temperatura de miscibilidad critica inferior (LCST) de la cadena de polimero o
copolimeros® 2. En esencia, ciertos polimeros con determinada composicién
y densidad de entrecruzamiento pueden hincharse en agua a temperatura
ambiente y colapsar cuando alcanzan el valor de la LCST. Los hidrogeles
que contienen N-isopropilacrilamida (NIPA) se encuentran dentro de este

tipo de materiales. Los cambios de hinchamiento en estos geles son atribuidos al
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cambio en el balance entre los diferentes tipos de interacciones que existen dentro de la

red polimérica, especialmente los puentes de hidrégeno e interacciones hidréfobas®.

Sensibilidad al cambio de la composicion del disolvente. Algunos geles
experimentan transiciones de fases al variar la composicién del disolvente. Este tipo de
comportamiento se observa en el hinchamiento de geles de NIPA y acrilamida en

mezclas de DMSO y agua (Hirokawa y col., 1984)%.

Sensibilidad a la ionizacion por iluminacion con luz ultravioleta. Existen geles que
en ausencia de la radiacién ultravioleta sufren un cambio de volumen continuo,
mientras que en presencia de radiacion ultravioleta muestran una transicion en fase de
volumen. A una temperatura determinada los geles se hinchan discontinuamente en
respuesta a la exposicién a radiacién ultravioleta y se colapsan cuando dejan de ser
irradiados, este efecto se observd en geles de copolimeros de N-isopropilacrilamida

(NIPA) y moléculas fotosensibles (V. Saez y col., 2003)".

Sensibilidad al calentamiento local por iluminacién con luz visible. Este efecto se
manifiesta mediante un incremento de la temperatura dentro de un gel termosensible.
En un estudio realizado con un gel de NIPA y el cromoéforo clorofila se encontré que,
en ausencia de luz, el gel cambiaba de volumen de forma continua al variar la
temperatura, mientras que en presencia de iluminacion la temperatura de transicién
disminuye y a un determinado umbral de irradiacién la transicion de fase de volumen
se hace discontinua. En este caso, se propone que la transicion de fase es inducida por
un calentamiento local de las cadenas de polimero, debido a la absorcion y la

consiguiente disipacion térmica de la energia luminosa del croméforo’>.

Sensibilidad al campo eléctrico. El efecto de la aplicacién de campos eléctricos en los
procesos de hinchamiento fue conocido desde antes de que se descubriera la transicién
de fase?. En un estudio realizado en tres tipos de geles anidnicos, aplicados en la
liberaciéon de farmacos eléctricamente modulada, se observé que la intensidad de la

corriente eléctrica y la composicion del gel influian en el mecanismo de liberacion®.
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En geles de poliacrilamida hinchada en mezclas de acetona/agua se encontré el efecto
de transicion de fase al aplicar el campo eléctrico; el efecto mas importante se atribuye
a la migracion y redistribucion de los iones y contraiones afiadidos dentro del gel>%,
Por otra parte, s¢ han sintetizado geles de polielectrolitos conjugados con polimeros
conductores sensibles al campo eléctrico que ofrecen, ademds, posibilidades
sustanciales en el control de la accién mecanica, de tal manera que €l material sea
capaz de contraerse y relajarse de forma reversible ante estimulos eléctricos con

tiempo y fuerzas de contraccion similares a las de los musculos de los organismos

vivos®C. Por estarazén a estos materiales se les conoce como musculos artificiales,

e Sensibilidad a reacciones bioquimicas. Un gel puede presentar un cambio en su
estado de hinchamiento al estar en contacto con elementos bioquimicamente activos,
tales como enzimas o receptores, donde el elemento activo puede formar un complejo,
el cual altera el equilibrio del gel induciendo la transicién de fase de hinchamiento o el

colapso3 32

2.2.2 Transicion de fase de volumen en hidrogeles

El estudio de las transiciones de fase en volumen se inicié mediante una predicciéon
tedrica donde se sugirio la posibilidad de un cambio de volumen discontinuo en el gel,
basindose en la analogia de la transicién ovillo-glébulo de polimeros en solucién®.
Finalmente la transicidn de fase en volumen fue descubierta experimentalmente por Tanaka y
col. en 1978, en un hidrogel de poliacrilamida parcialmente ionizada en una mezcla de
acetona/agua. La transicidn significa que un cambio infinitesimal de una variable intensiva del
medio, como puede ser la composicion del disolvente, temperatura, potencial quimico, pH,
entre otros, puede desencadenar un cambio apreciable de las propiedades extensivas del
material, como es el volumen®* ™.

Un hidrogel puede cambiar su estado drasticamente, de manera similar como un gas

cambia su volumen. La Figura 2.3 muestra esquematicamente los dos posibles estados de un

10
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hidrogel, el colapsado y el hinchado, los cuales corresponden a los estados liquido y gaseoso

. : 13
de los fluidos, respectivamente °.

< Entrecruzamiento

i

Cadena de polimero

h

COLAPSADO HINCHADO

Figura 2.3. Estados colapsado e hinchado de un gel

El estado de hinchamiento es el resultado del balance entre las fuerzas cohesivas y
dispersivas intermoleculares que actiian en las cadenas hidratadas. Las fuerzas cohesivas son
principalmente debidas a entrecruzamientos covalentes, dando lugar a la formacién de
hidrogeles quimicos, por otra parte pueden ser atribuidos a fuerzas electrostaticas,
hidrofobicas o fuerzas dipolo-dipolo, correspondientes a hidrogeles fisicos. Las fuerzas
dispersivas se atribuyen, en parte, a una repulsién entre los iones fijos de la red, provocando el
hinchamiento del material'®. La forma no hidratada se denomina xerogel*.

En general, existen cinco interacciones moleculares fundamentales que hacen posible
la transicion de fase: fuerzas de van der Waals, interacciones hidrofobas, electrostaticas,
enlaces de hidrégeno y transferencias de carga. En el caso de los geles se han estudiado mas
intensamente las primeras cuatro interacciones, las cuales se muestran en el esquema de la
Figura 2.4. Estas interacciones determinan el comportamiento de fases, la configuracion y la

reactividad quimica de las moléculas'”.

11
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Figura 2.4. Representacion esquematica de las cuatro interacciones responsables del

comportamiento de la transicion de fase en geles.

Enseguida se describe brevemente la accion de cada una de estas interacciones en los

estudios de las cinéticas de hinchamiento en hidrogeles:

Fuerzas de van der Waals. En un gel de acrilamida parcialmente ionizado en mezclas
de agua/acetona, la principal afinidad polimero-polimero es debida a este tipo de
interaccion. La acetona se agrega al agua para incrementar las interacciones atractivas
entre los polimeros. A temperatura alta el gel se hincha y a temperaturas bajas se
deshincha®®, (Figura 2.4a).

Interaccién hidrofoba. Las moléculas de agua vecinas a las cadenas hidréfobas de
polimero tienen muchos enlaces de hidrogeno y forman unas estructuras ordenadas,
llamadas icebergs, las cuales son similares a la estructura de las moléculas de agua en

el hielo. Después de la formacion del iceberg, disminuyen tanto la entalpia como la

12
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entropia de la mezcla, siendo este proceso exotérmico'’. Aunque la energia de la
interaccion hidréfoba es muy pequefia juega un papel muy importante en la
estabilizacién de la configuraciéon de los biopolimeros. En los polimeros sintéticos
estas interacciones se pueden controlar sustituyendo el grupo lateral de la cadena

polimérica que forma la red, (Figura 2.4b).

Enlace de hidrégeno. Este tipo de interaccion se presenta cuando existe un atomo de
hidrégeno localizado entre dos 4tomos préximos con alta electronegatividad, entre los
que se encuentran, oxigeno y nitrégeno. Los efectos de este tipo de interaccion en los
estudios de transicién de fase fueron demostrados en una red interpenetrada basada en
poli(acido acrilico) y (poliacrilamida), donde se encontré que el hidrogel se comprimia
a bajas temperaturas mientras que su volumen se incrementaba a medida que lo hacia
la temperatura, este efecto ha sido explicado mediante la formacién y disociacion de
puentes de hidrégeno a bajas y altas temperaturas, respectivamente. La disociacién de
puentes de hidrogeno formado entre ambas cadenas poliméricas favorece al estado

hinchado del hidrogel, (Figura 2.4c) '>3!.

Interaccion electrostatica. Este tipo de interaccién es inversamente proporcional a la
constante dieléctrica del medio. Debido a que las cargas presentes en las cadenas
poliméricas no pueden desplazarse, los contraiones tienden a estar localizados cerca de
ellas para mantener la electroneutralidad del sistema, lo cual provoca la formacién de
un potencial de Donan entre el interior y el exterior del gel, prevaleciendo la presién
osmotica, por lo que el hidrogel se hincha. En estudios basados en diferente pH, se ha
encontrado que a pH neutro los hidrogeles se comprimen, mientras que a pHs acidos o
basicos los hidrogeles se hinchan. Por lo que deduce que a pH neutro todas las cargas
estan ionizadas y se atraen unas con otras de manera que el gel se comprime; en
cambio, si una de las cargas esta neutralizada y la otra esta ionizada el hidrogel tiende

a hincharse®, (Figura 2.44).
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2.2.3 Propiedades de los hidrogeles

En general, las propiedades de un hidrogel se encuentran basadas en su estructura
molecular, y en el método de sintesis mediante el cual fue obtenido. De igual manera, existen
una serie de propiedades muy importantes derivadas de la situacién de hinchamiento del

hidrogel*®*. Los aspectos mas importantes se analizaran a continuacion.

2.2.3.1 Contenido de agua en el equilibrio

Los sistemas basados en hidrogeles son muy populares debido a la estructura tnica
que poseen, la cual les permite un gran hinchamiento en presencia de agua, logrando
conservar su forma original.

El contenido de agua en el equilibrio de un hidrogel depende principalmente de la
naturaleza del mondémero o monémeros hidréfilos que lo forman, tipo y densidad de
entrecruzamiento, entre otros factores tales como , temperatura, fuerza iénica y pH del medio
de hidratacion'”.

El comportamiento de hinchamiento es una parte integral del comportamiento fisico de
los hidrogeles. Desde su preparacion, deben estar en contacto con el agua para obtener la
estructura solvatada final, el hidrogel obtenido puede someterse a un proceso de hinchamiento
en agua; 6 ser primeramente secado y luego someterse al proceso de hinchamiento en agua. La

Figura 2.5 indica los dos posibles procesos de hinchamiento de los hidrogeles..

14
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Estado seco Estado hinchadoe
Preparado enpresencia de Estado hinchado
disolvente

Figura 2.5. Proceso de hinchamiento a partir del estado seco y parcialmente hinchado.

La habilidad que tienen para absorber agua y iones sin perder su forma original y sin
utilizar esfuerzo mecanico resulta muy valiosa para muchos hidrogeles naturales como es el
caso de los que se encuentran en musculos, tendones y cartilago'”.

Los distintos estados fisicos en que se encuentran las moléculas de agua dentro de la
red polimérica son un aspecto importante para comprender los procesos de difusién de solutos
a través de un hidrogel. En hidrogeles el agua se presenta en diferentes estados fisicos como
consecuencia de las distintas formas de interaccion que se pueden presentar entre el agua y las
cadenas poliméricas. El primero consiste en un estado de agua fuertemente asociada a la
matriz polimérica mediante enlaces de hidrogeno y un segundo estado de agua con un alto
grado de movilidad y que no se ve afectada por el entorno polimérico, ésta se conoce como
agua libre. La proporcion entre estos tipos de agua es atribuida principalmente al contenido de

r 4
entrecruzante del polimero*’ 031,
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El agua enlazada juega un papel importante en diferentes procesos bioldgicos,
contribuyendo a la estabilizacion conformacional de las proteinas e influyendo en la actividad
enzimatica y procesos de liberacidn controlada. Hasta hace poco, se consideraba que el agua
enlazada se encontraba s6lo formando parte de interacciones mediante puentes de hidrégeno
con grupos polares del polimero. Sin embargo, mediante el empleo de técnicas calorimétricas
y espectroscopicas, recientemente se ha demostrado que ésta también puede estar formanado
parte de “nanocavidades”, con una movilidad muy diferente a la del agua libre. De acuerdo
con lo anterior, el agua enlazada por puentes de hidrégeno es sélo uno de los estados fisicos
del agua en los reticulos poliméricos’'.

El agua libre ocupa los espacios entre las cadenas poliméricas y su proporcion es uno
de los factores que determina la difusion de solutos a través de estos materiales>2.

La cantidad de agua retenida dentro del hidrogel al alcanzar el equilibrio, puede ser

expresada de distintas maneras, como se muestra en las siguientes ecuaciones'” >:

e Porcentaje de agua en peso

peso humedo — peso seco

74 X 100

peso humedo

e Porcentaje de hidratacion o indice de hinchamiento en peso

peso humedo — peso seco

H X 100

peso seco

e Grado de hinchamiento en peso

peso humedo
D =———
peso seco
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2.2.3.2 Estabilidad dimensional

Tanto el hinchamiento lineal como el hinchamiento en volumen dependen de la
cantidad de agua absorbida, por lo tanto, cualquier fenémeno que dé lugar a cambios en el
contenido de agua absorbida dara lugar a cambios dimensionales. Tomando en consideracién
que el contenido de agua absorbida depende de la estructura del material, la composicién del
hidrogel tendréd un importante efecto sobre la estabilidad del mismo®*. Entre los factores
ambientales que pueden provocar cambios dimensionales en los hidrogeles se encuentran la
temperatura, pH, fuerza idnica, campos electromagnéticos, entre otros. Los cambios
dimensionales atribuidos al cambio de temperatura se basan en la formacién y disociacién de
puentes de hidrégeno entre las cadenas poliméricas a baja y alta temperatura, respectivamente.
La disociacion de los puentes de hidrogeno favorece el hinchamiento del material. Por otra
parte, el cambio del pH de la solucién de hinchamiento provoca cambios dimensionales en los
hidrogeles debido a la ionizacién de los grupos funcionales de las cadenas poliméricas, de esta
manera se provoca la repulsién o atracciéon de las cadenas poliméricas favoreciendo el
hinchamiento o compresion de los hidrogeles.

El poli(HEMA) es un hidrogel extremadamente estable, por lo que las variaciones en
temperatura, pH y tonicidad tienen relativamente pequefios efectos sobre su contenido de
agua™*,

En general, los hidrogeles muestran algunos pequefios decrementos en el contenido de
agua cuando la solucién en que se encuentran hinchados cambia de agua pura a solucién salina
isoténica. Sin embargo, las variaciones causadas por cambios del pH son mucho mas grandes

. . 4
y dependientes del monémero™.

2.2.3.3 Humectabilidad superficial y tensién superficial critica.
Las propiedades superficiales de un matenal son importantes para establecer su

biocompatibilidad. La humectabilidad superficial es obtenida mediante la determinacién de la

tension superficial critica, y ésta, a su vez, se determina midiendo el angulo de contacto de un
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liquido con la superficie. La medida del angulo de contacto de una serie de liquidos con
diferente tension superficial conduce a la determinacién de la tension superficial critica. 3433
Las propiedades humectantes de las lentes de contacto son importantes, ya que se
requiere de la formacidn de una pelicula lacrimal sobre la comea en forma de una capa muy
delgada, esto ha sido ampliamente reconocido como un requerimiento primario para la
compatibilidad fisioldgica entre las lentes y el paciente. En términos cuantitativos, las

caracteristicas de superficie necesarias para producir este comportamiento han sido

determinadas utilizando el criterio de la tension superficial critica.

2.2.3.4. Permeabilidad al oxigeno.

La velocidad de transporte de compuestos de bajo peso molecular a través de
hidrogeles es un importante parametro para muchas aplicaciones. De esta manera, la
permeabilidad de los hidrogeles hacia el oxigeno es de gran importancia en aplicaciones de
lentes de contacto'’.

Se debe distinguir entre la permeabilidad de una pelicula expuesta a gases y la
permeabilidad de una pelicula expuesta a liquidos que la humedecen. En el caso de los
hidrogeles, se mide la permeabilidad del oxigeno disuelto en agua en lugar de la
permeabilidad al oxigeno gaseoso. Uno de los principales requerimientos en la aplicacion de
lentes de contacto es que el oxigeno llegue a la cornea, por lo tanto la permeabilidad de los
hidrogeles hacia el oxigeno es de gran importancia en aplicaciones de lentes de contacto'’.

En los hidrogeles la permeabilidad al oxigeno se encuentra regida por el contenido de
agua en el equilibrio. En hidrogeles con un contenido de agua menor o igual al 30 %, la
permeabilidad del oxigeno se basa en la estructura polimérica que condiciona la proporcion de
agua unida y de agua libre. En cambio en hidrogeles con contenido de agua mayor al 30 %, la
permeabilidad del oxigeno se encuentra en proporcidn logaritmica al contenido de agua del

hidrogel®**% %7,
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2.2.3.5 Permeselectividad

Las membranas de hidrogeles se preparan mediante la polimerizaciéon de los
mondmeros en ausencia de agentes entrecruzantes. El polimero obtenido en solucién forma
peliculas que posteriormente se entrecruzan térmica o fotoquimicamente. Las membranas
obtenidas de esta manera presentan una baja tension superficial con los fluidos acuosos o
bioldgicos y su contenido en agua asociada permite controlar la permeabilidad. El transporte
de iones a través de la membrana no sélo depende de su tamafio, sino del contenido de agua
que es el factor que condiciona el tamafio de poro. Tomando en consideracion que el
contenido de agua depende de la estructura molecular, se pueden elaborar membranas con
distinto tamafio de poro que permitan de esta manera, el paso selectivo de diferentes iones

. .. ++ 54
individuales como pueden ser K*, Na* y Ca™ .

2.2.3.6 Propiedades opticas

El indice de refraccion de los hidrogeles depende de su composicion quimica, del
grado de hinchamiento yde la naturaleza del disolvente que produce el hinchamiento.

Cuando la mezcla monomérica se polimeriza en presencia de una elevada cantidad de
un disolvente con bajo poder de solvatacidn, se produce la separacion de fases y el gel que se
obtiene es heterogéneo, éste presenta regiones con diferente indice de refraccidn, y por lo
tanto es un gel turbio. Por otra parte, un gel originalmente homogéneo puede convertirse en un
gel con turbidez cuando el poder solvatante del disolvente que hincha el gel se empobrece.
Este empobrecimientb del poder solvatante puede deberse a variaciones de temperatura o al

intercambio de un buen disolvente por otro de menor poder solvatente'®.

2.2.3.7 Propiedades mecanicas

La resistencia mecdnica representa la capacidad de un material para soportar la accioén

de una fuerza sin romperse y generalmente se caracteriza por el esfuerzo que induce dicha
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ruptura. La respuesta de un material a la accion de una fuerza puede oscilar entre dos
comportamientos extremos:
e Viscoso: Toda la fuerza aplicada al cuerpo lo deforma, y al dejar de actuar, permanece
la deformacion. La energia suministrada se pierde en forma de calor.
o Elastico: Una vez que cesa la aplicacion de la fuerza, desaparece la deformacién

inducida, recuperandose el trabajo realizado.

Los materiales poliméricos poseen la capacidad de sufrir deformaciones temporales
cuando se les aplica un esfuerzo externo, y dicha deformacién desaparece cuando el esfuerzo
cesa. A este comportamiento se le denomina elasticidad y esta relacionado con la flexibilidad
molecular de los polimeros. Cuando el material se encuentra entrecruzado formando una malla
o red tridimensional, puede resistir esfuerzos mucho mayores sin perder su forma original,
puesto que los enlaces intermoleculares evitan el desplazamiento de unas cadenas con respecto
a otras, a estos materiales se les conoce como elastomeros. |

Un hidrogel hinchado es un material blando que presenta baja resistencia a la traccién
y al desgarre. El comportamiento elastico y la rigidez de los hidrogeles depende de su
estructura molecular, densidad de entrecruzamiento, formacién de enlaces covalentes y de las
fuerzas de interaccion idnica, polares y/o estéricas. Las propiedades mecanicas de un hidrogel
se mejoran cuando el mondmero tiene la capacidad de formar puentes de hidrégeno, aunque
esto le provoque mayor sensibilidad hacia los cambios de temperatura y pH del medio'’.

Las propiedades mecanicas de un hidrogel pueden ser controladas por tres diferentes
vias:

o Alterando la composicién monomérica del polimero, con sé6lo aumentar la cantidad

relativa del componente hidréfobo se aumentara la fuerza mecénica del producto final.

o Aumentando o disminuyendo la densidad de entrecruzamiento, la fuerza mecanica

aumenta drasticamente cuando se incrementa la densidad de entrecruzamiento.

e Variando las condiciones bajo las que el gel es sintetizado, como el tiempo de

reaccion, temperatura, cantidad y tipo de disolvente, teniendo en cuenta que cualquier
cambio en el polimero afecta no sélo a las propiedades mecanicas de un hidrogel sino

también a otros tipos de comportamiento del material.
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2.2.3.8 Biocompatibilidad

En el campo de los polimeros el término biocompatibilidad se refiere a dos aspectos
diferentes pero que se encuentran directamente relacionados:
e La elevada tolerancia que muestran los tejidos hacia el agente extrafio,
fundamentalmente cuando el polimero va a ser implantado.
e La estabilidad quimica y, especialmente, fisica del material polimérico durante el

tiempo en que se encuentre en contacto con el organismo.

Desde que los hidrogeles se introdujeron en el campo de la biomedicina, ha quedado
demostrado que poseen un gran potencial como biomateriales, debido a su buena
biocompatibilidad. Esta propiedad se debe a que las propiedades fisicas de los hidrogeles se
asemejan a las de los tejidos vivos mas que cualquier otra clase de biomateriales sintéticos,
particularmente, en lo referente a su alto contenido en agua, consistencia blanda y baja tension
superficial'® °® *_ En aplicaciones biomédicas, el agua libre actia como un plastificante, un
medio de transporte en la matriz polimérica para solutos disueltos en ella, como puede ser
oxigeno o farmacos, y un puente entre las muy distintas energias superficiales de los
hidrogeles sintéticos y los fluidos corporales*’. El alto contenido de agua en los tejidos
bioldgicos, y la forma de organizacion molecular de la misma, hace pensar que la estructura
organizada del agua en los geles (agua asociada) posee una gran influencia en una amplia
variedad de las propiedades de los hidrogeles, entre las que se encuentran, coeficientes de
permeabilidad y difusién, interaccion con proteinas plasmaticas y biocompatibilidad con la
sangre y con los tejidos®.

Los hidrogeles se consideran biocompatibles cuando al entrar en contacto con fluidos
corporales y tejidos, estos materiales no cambian sus propiedades fisicas, quimicas y
mecanicas; ademas, no deben dafiar los tejidos ni causar reacciones toxicas o alérgicas, ni
provocar la formacién de tumores; no han de destruir las enzimas y proteinas plasmaticas, ni
los elementos de la sangre; no deben reducir los electrolitos de los tejidos o interferir en el
metabolismo de los mismos; y por tltimo, los hidrogeles no deben deteriorarse durante la
esterilizacion con el resultado de cambios en las caracteristicas fisicas, quimicas, mecanicas y

superficiales'’.

21



Aspectos teoricos

2.2.4 Aplicaciones de los hidrogeles

Los hidrogeles son utilizados para mantener la humedad de la tierra de cultivo, como
materiales absorbentes, en membranas, recubrimientos, microcapsulas, en la produccién de
papel, fijacion de herbicidas, en cromatografia, como portadores de enzimas, procesamiento de
alimentos, tratamiento del aire, como agentes de separacion, entre otros. Pero la aplicacion
mas importante de los hidrogeles corresponde al campo de la biomedicina; en esta aplicacion
se requiere del cumplimiento de una serie de propiedades, entre las que se encuentran
compatibilidad minima con los tejidos, inalterabilidad frente a los procesos degradativos y

resistencia mecénica apropiada para cada uso®.

2.2.4.1 Lentes de contacto

En esta aplicacidn se requiere que la lente permita la llegada de oxigeno a la cédmea,
que el fluido lacrimal forme una pelicula entre la comea y la lente y, que la lente resista la
fuerza del parpado para evitar posibles inestabilidades visuales®®. Los hidrogeles se clasifican
de acuerdo con el contenido de agua, debido a qlie esta caracteristica condiciona la cantidad de
oxigeno que puede difundir. De esta manera, existen geles de baja, media y alta hidratacién
correspondientes a contenidos de agua de 38 al 45 %, 50 al 60 % y mayor de 70 %,
respectivamente.

Las primeras lentes de contacto elaboradas con hidrogeles, se sintetizaron utilizando
poli(metacrilato de 2-hidroxietilo), ligeramente entrecruzado con dimetacrilato de glicol.
Actualmente, se elaboran lentes de contacto hechas de un hidrogel que incorpora un analogo
sintético de la fosforilcolina y otros que tienen usos terapéuticos contra afecciones tales como:

erosion recurrente, ulceras metaherpéticas y otros defectos epiteliales®.
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2.2.4.2 Protesis en tejidos

Las propiedades fisicas de los hidrogeles permiten su empleo en prétesis de tejidos
blandos. En implantes cerebrales, se han utilizado diferentes hidrogeles que actian como
sustrato para la cura y crecimiento de tejidos, asi como en el encapsulamiento, transplante y

466 En la reproduccién de tejido

liberacion de células y en la regeneraciéon de axones
cartilaginoso, en cirugia reconstructiva de la auricula, se han empleado hidrogeles de alginato
y colageno®. El poli (2-hidroxietil metacrilato) (HEMA) se ha utilizado en protesis de senos
presentando ventajas sobre los tejidos grasos que tienden a reabsorberse, y otros materiales
sintéticos como las siliconas, ya que los hidrogeles son permeables a los fluidos corporales y
no presentan barreras impermeables a los procesos fisiologicos.

Los hidrogeles de poli (alcohol vinilico) y las redes interpenetradas (IPNs), presentan

mejores propiedades mecanicas y se han estudiado como posibles sustitutos de los tendones,

ligamentos y discos invertebrales®.

2.2.4.3 Protesis de conductos humanos

Los hidrogeles se han utilizado en la fabricacién de protesis de uréter, conductos
biliares y es6fago. Se emplean también, para encapsular materiales duros poco compatibles

. ~ . . 7, 55.
debido a su pequeiia resistencia al desgarre' ">

2.2.4.4 Revestimiento de suturas

Los hidrogeles no han podido ser utilizados en la elaboracion de suturas quirirgicas
debido a que no poseen las propiedades mecanicas adecuadas, sin embargo, debido a su
biocompatibilidad han sido utilizados como revestimiento de suturas. Los beneficios de este
tipo de revestimiento se manifiestan en un mayor crecimiento de las células y en la

eliminacion de algunos efectos nocivos que producen las suturas tradicionales'.
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2.2.4.5 Cirugia

Cuando existe desprendimiento de retina, el gel deshidratado se coloca en la cavidad
vitrea mediante una pequefia incisidon y posteriormente se hincha absorbiendo los fluidos
oculares® 7. Los hidrogeles d¢ PHEMA han sido exitosamente utilizados en cirugia de
c6rnea como queratoprotesis®.

También han sido utilizados en la correcciéon de glaucomas, donde se inserta una tira
de hidrogel en la camara ocular, la cual al hidratarse se hincha y reblandece tapando la incisién
quinirgica, permitiendo, al mismo tiempo, un lento drenaje del fluido ocular, con la
consiguiente disminucién de la tension ocular'>.

Los hidrogeles de gelatina y poli (acido glutamico) son utilizados como sellantes de los

. . , . . e 1
agujeros de aire que comilnmente aparecen en operaciones de térax y de pulmoén 3,

2.2.4.6 Hemodialisis

En ésta técnica se utilizan membranas de celulosa regenerada, sin embargo se han
ensayado membranas que presentan permeabilidad selectiva, basadas en polimeros y

copolimeros de PHEMA, N-vinilpirrolidona, acido acrilico y acrilonitrilo.

2.2.4.7 Hemoperfusion

Esta técnica requiere de absorbentes biocompatibles que presenten alglin grado de
especificidad frente a determinadas toxinas de la sangre. Diversos tipos de carbén activado
presentan una elevada area superficial y poseen gran capacidad de adsorcion de ciertas
toxinas, pero presentan baja compatibilidad con la sangre. Para mejorar la biocompatibilidad
se han utilizado hidrogeles como material de revestimiento de los granos de carbén activado;

los hidrogeles acttian como membranas'” "’
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2.2.4.8 Liberacion controlada de farmacos

Los hidrogeles han sido utilizados como vehiculos para inmovilizar, encapsular y
liberar de manera controlada un gran nimero de sustancias con actividad fisiolégica, tales
como, antibidticos, anticoagulantes, antineoplésicos, anticuerpos, anticonceptivos, entre
otros' " '*. Muchos de los estudios con hidrogeles se han centrado en la liberacién de especies
de peso molecular relativamente bajo pero tltimamente ha aumentado el interés por

componentes macromoleculares como proteinas ',

En la Tabla 2.2 se presentan algunos
ejemplos de los hidrogeles utilizados en la liberacion de sustancias.
La incorporacién de la sustancia bioldgicamente activa dentro del hidrogel puede llevarse

a cabo de dos formas.

e La primera consiste en la inclusion de la sustancia mediante métodos fisicos, para lo
cual se introduce el xerogel en soluciones concentradas de la sustancia deseada, una
vez que el gel haya alcanzado el equilibrio se procede a evaporar el disolvente. Si el
farmaco es estable ante las soluciones de sintesis requeridas, se incluye esta sustancia
en la mezcla inicial de polimerizacion y de esta manera se obtiene directamente de la
reaccion, el gel cargado con el farmaco'”7°.

o La segunda forma de inclusiéon del farmaco en el hidrogel se lleva a cabo mediante
mecanismos quimicos, los cuales consisten en la inmovilizacién de la sustancia en la
matriz del hidrogel mediante la formacion de enlaces tipo éster, anhidrido, amida, entre

otros. Se aprovecha su hidrdlisis en medio acuoso para conseguir una liberacion

altamente controlada de la sustancia activa.
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Tabla 2.2

comunmente utilizados.

HIDROGEL

SUSTANCIA
LIBERADA

REFERENCIA

Poli(metacrilato de 2-hidroxietilo)
PHEMA

Acido salicilico
Citarabina
Cloranfenicol

5-Fluorouracilo
Fosfatasa acida

Pywell y col., 1986 '
Trigo y col., 1994 7°
Yean y col., 1990 80
Garcia y col, 1994 81
Canterella y col., 1993 ¥
Bae y col., 1989 8

Insulina Song y col., 1981 3¢
Progesterona De Leede y col., 1986 *
Teofilina
Poli(vinil alcohol) PVA Albiimina Burczack y col., 1994 *
Atenolol Morimoto y col., 1989 87
Indometacina Morimoto y col., 1989 ®
Proxifilina Gander y col., 1989 %
Teofilina Gander y col., 1989 ¥
Poli(etilenglicol) PEG Eritromicina Ates y col., 1994 7°
Proxifilina McNeil y Graham, 1996 °!
Clorfenamina Mathir y col., 1997 2
Poli(etilenglicol-co- Albumina Bezemer y col., 2000 >
butilentereftalato) P(EG-BT)
Poli(acrilamida-co- Citarabina Gémez y col., 1998 ™
monoalquilitaconato) 5-fluorouracilo Blanco y col., 1996 *°
Poli(metacrilato-co-etilenglicol) Insulina Lowman y col., 1999 *°
Poli(acido acrilico) PAA Estradiol Balin y col., 1974 °’
' Insulina Davis y col., 1972 %
Poli(1-vinil-2-pirrilidona) PVP Maleato de Lapidus y Lordi, 1968 ”
clorofenilamina

Salicilato sodico

| Lapidus y Lordi, 1968 *°

Poli(N-isopropil acrilamida)
PNIPA

Vitamina B;;

Afrassiabi y col., 1987 '

Polimeros de poliéter PE

Cis-platino

Deurloo y col., 1990 !

Poli(metacrilato de hidroxietilo-co-
dimetilmetacrilato)
P(HEMA-co-DMM)

Procainamida

Schacht y col., 1985 '™
Gyselinck y col., 1983 '

Ejemplos de sustancias empleadas en liberacion controlada e hidrogeles
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La aplicacion de los hidrogeles homopoliméricos o copoliméricos, fundamentada en su
propiedad de hinchamiento en agua se ve afectada por sus propiedades mecanicas pobres, por
lo tanto se opta por la preparacion de redes poliméricas interpenetradas (IPNs), con la
finalidad de obtener un material que presente un buen hinchamiento en agua y que a la vez

cuente con buenas propiedades mecéanicas.

2.3 Hidrogeles de redes poliméricas interpenetradas

La combinacion quimica y fisica de dos o mas polimeros con estructuras diferentes
proveen un camino conveniente para modificaciéon de propiedades y de esta manera lograr
satisfacer ciertas necesidades especificas 5

La formacién de redes poliméricas interpenetradas (IPNs) representa un método
conveniente para superar la dificultad que se presenta al mezclar polimeros que son
incompatibles quimicamente '*.

Las (IPNs) se encuentran constituidas por dos redes coexistentes quimicamente
diferentes. Muestran una estructura de gran simplicidad que consta de largas cadenas de
polimero entrecruzadas, correspondientes a cada especie quimicalos. Las IPNs no contienen
enlaces covalentes entre los dos polimeros; el monémero 1 reacciona unicamente con
moléculas del mondmero I, de forma similar sucede para el monémero II, esta interaccion se

puede apreciar en la Figura 2.6 '°.

Figura 2.6. Red polimérica interpenetrada (IPN):.--- polimero I, — polimero IL
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Si al menos uno de los componentes de la red interpenetrada es hidrofilico, ésta puede
formar un hidrogel basado en polimero cuando el agua sea absorbida. La influencia del agua
en las propiedades de los hidrogeles es considerada de gran importancia'*.

Estas redes poliméricas interpenetradas pueden sintetizarse por diferentes caminos.

(1) Polimerizacién por interpenetracion secuencial (IPNs).

El monémero I es combinado con un agente de entrecruzamiento e iniciador para
formar la red; la red I es entonces hinchada en presencia del mondmero Il con su respectivo
agente de entrecruzamiento e iniciador (o bien puede ser un polimero lineal) para formar la red
II, Figura 2.7a.

(2) Redes de interpenetracion simultianea (SINs)

Son sintetizadas a través de la combinacion de dos mondémeros o més, cada uno con su
respectivo agente de entrecruzamiento e iniciador, para ser polimerizados de manera
independiente, en masa, solucidn ¢ dispersion, Figura 2.7b.

(3) Redes poliméricas semi-interpenetradas (semi-IPN)
Se forman a través de la sintesis de la red mediante uno solo de los mondémeros y el

otro inicamente queda como polimero lineal, Figura 2.7¢ '°.
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Figura 2.7. Clasificacion de las IPNs en base a su método de sintesis. a) IPN secuencial,
b) IPN simultanea, c) semi-IPN. M=mondémero, P=polimerizacion, X=agente entrecruzante y

C=catalizador

Se han preparado una gran variedad de redes semi-interpenetradas (semi-IPN)
mediante la disolucién de un polimero lineal presintetizado en un mondémero hidrofilico, en
presencia de un agente de entrecruzamiento y seguido de la correspondiente polimerizacién.
En esta forma se obtiene una red de un hidrogel alrededor de una cadena primaria de polimero
capaz de modificar el comportamiento del hidrogel.

En la Tabla 2.3 se muestra una clasificacion de las IPNs basada en el método de

sintesis utilizado'®.
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Tabla 2.3. Clasificacion de las [PNs

Categoria Definicion

Cualquier material que contenga dos o mas polimeros en el cual
IPN no son inducidos entrecruzamientos entre los polimeros
individuales

El polimero A es hinchado en el mondémero B, su agente

IPN secuencial (SIP . . N .
(SIPN) entrecruzador e iniciador, la polimerizacién de B in situ

Los mondémeros A y B, y sus respectivos agentes entrecruzadores
IPN simultanea (SIN) |e iniciadores, son polimerizados simultaneamente sin
interferencia

IPN de dos polimeros en la que los polimeros individuales son
termoplasticos; los polimeros pueden contener entrecruzadores
IPN termoplastica fisicos, ejemplo, los ionémeros que unen dos o mas cadenas a la
vez o pueden ser sistemas simples de polimeros separadores de
fase.

IPN secuencial donde el polimero I es entrecruzado y en polimero

Semi-1IPN 11 es lineal

IPN secuencial donde el polimero I es lineal y el polimero I

Semi-II IPN
entrecruzado

IPN simultanea en la que un polimero esta en forma de red,

Pseudo-IPN ejemplo, entrecruzado, y el otro lineal

2.3.1 Morfologia de las IPNs

.Las IPNs muestran diferentes grados de separacién. de fase. Las fases varian en
tamafio, forma, agudeza en las interfases y grado de continuidad. La morfologia de las IPNs,
controlada por la orientaciéon molecular, se encuentra relacionada con sus propiedades fisicas
tales como moédulos y transicién vitrea, y existe interpenetraciéon de las redes. Los
componentes de las IPNs se pueden visualizar por microscopia electronica de transmision y de
barmido. La morfologia es controlada por compatibilidad quimica (ej. parametros de
solubilidad), tension interfacial, densidad de entrecruzamiento, cinética de polimerizacion y
tipos de componentes .

Las IPNs presentan un comportamiento mecanico aceptable, su morfologia es estable

ante cambios ambientales ya que se mantiene fija gracias al entrecruzamiento '*.
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2.3.2 Propiedades fisicas de las IPNs

Las propiedades fisicas de los polimeros combinados dependen de las propiedades de
los polimeros individuales, asi como del camino mediante el cual son combinados.

Las IPNs exhiben mejores propiedades mecéanicas que las mezclas constituidas por los
mismos polimeros. Esto se atribuye al alto grado de interpenetracién y a la buena
compatibilidad, con lo que se obtiene un mayor grado de mezclado y una mayor adhesién
entre las fases dispersa y continua, por lo que estos materiales presentan un esfuerzo tensil
significativamente mas alto que el que corresponde a cada polimero constituyente '> '*,

El analisis termogravimétrico (TGA) muestra que las IPNs independientes de su
composicién, cuentan con mejores propiedades térmicas que los homopolimeros
correspondientes '°.

En los materiales poliméricos la Tg se entiende como una temperatura de transicion
cristalino-elastico, dependiente de la naturaleza quimica del polimero. Este concepto se aplica
en materiales mayoritariamente amorfos, es decir, con bajo grado de cristalinidad, ya que si el
polimero tiene un alto grado de cristalinidad esta transiciéon no es apreciable. En las H’Né
incompatibles o de fases separadas y en otros sistemas similares de dos o mas polimeros cada
fase retiene su temperatura de transicion vitrea (Tg). Las transiciones pueden variar con
respecto al grado de mezclado en las IPNs. Cuando se tiene compatibilidad, es decir, un
mezclado completo, Unicamente se observa una transiciéon, que usualmente abarca las
transiciones vitreas de l‘os polimeros componentes.

Las transiciones vitreas de las IPNs miscibles pueden ser calculadas usando las

siguientes ecuaciones:

/4 /4
LI (Ecuacién de Fox)
Tg Tg, TIg,

Tg=WTg, + W,Tg, (Ecuacionde Gordon-Taylor)

Donde W(W3) y T4 (Tg2) son las fracciones en peso y transiciones vitreas de los

polimeros 1 y 2, respectivamente. Las transiciones vitreas en IPNs compatibles cambian con
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respecto al componente individual, en algunos casos se amplian de tal manera que los picos se
traslapan. La T, se incrementa con el incremento de la densidad de entrecruzamiento .

Por otra parte, los hidrogeles poseen propiedades sobresalientes de hinchamiento; los
polimeros entrecruzados no se pueden disolver completamente pero tienen la capacidad de
hincharse muchas veces con respecto a su volumen original por absorcién del liquido con el
cual se encuentran en contacto. El hinchamiento ocurre por la misma razén que un polimero
lineal se disuelve: la adicion del disolvente proporciona un incremento en la entropia'®.

Con base en las atractivas propiedades de estos sistemas, se han realizado numerosos
estudios en la preparacion de una gran variedad de semi-IPNs, entre los cuales se encuentran
los trabajos reportados por R. A. Style y col. en sistemas de Poli (N-isopropil acrilamida)/
poli (4cido acrilico)'?; YQ Xia y col.'”” en semi-IPNs de Poli(acrilamida)/Quitosan; S. Jiny
col.'® basados en Poli(N-vinil pirrolidona)/ poli (acido acrilico) y M. E. Harmon y col'® en
sistemas de Poli(N-isopropil acrilamida)/ Poli(acrilamida). A partir de los estudios reportados
en la bibliografia, en el presente trabajo se decidié estudiar la preparaciéon de semi-IPNs

basadas en poli (acrilamida)/ poli (acido-y-glutamico).

2.4 Poliacrilamida

El monémero acrilamida fue sintetizado por primera vez por el cientifico German
Moureu en 1893; sin embargo, no fue ampliamente comercializada sino hasta la década de
1950, cuando la compaiiia Hercules inicié la produccién en cantidades comerciales. La
acrilamida es generalmente formada por hidratacion del acrilonitrilo con acido sulflirico entre
90 y 100 °C o mas. Recientemente es formada mediante hidratacién catalitica usando cobre
como catalizador. La capacidad de produccién total en el mundo es de mas de 300,000
toneladas por afio''°.

El monémero acrilamida es un sélido cristalino blanco inodoro, a temperatura
ambiente y presion estandar, condiciones en las que puede ser disuelto en el solvente para la
(i

polimerizacion * . Posee un punto de fusion de 84.5 °C. Es soluble en muchos solventes

polares entre los que se encuentran acetona, acetonitrilo y agua; 215.5 g pueden ser disueltos
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en 100 ml de agua a 30 °C. La acrilamida contiene dos grupos funcionales principales, el

e e . . 1
doble enlace carbono-carbono vinilico y un grupo amida, como se muestra en la Figura 2.8 1,

Figura 2.8. Estructura de la acrilamida

La solubilidad en agua de la acrilamida le permite ser absorbida facilmente por una
variedad de microorganismos tales como bacterias, desde diversos habitats, entre los que se
incluyen: suelo, acuatico y aguas residuales. Una vez que es absorbida, las enzimas se
encargan de su transformacion en agua, amoniaco, y otros productos constituyentes. Shanker y
col.''? demostraron quela acrilamida puede actuar como fuente de carbono y nitrégeno para
el desarrollo microbiano. En la Figura 2.9 se presenta el camino para el metabolismo de la

acrilamida en la bacteria propuesto por Shanker''2.
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CH, =~ CH
C — O
NH,
amidasa
NH, + CH, —CH acetato tiocinasa
| > CO, + H,O
C—O0
OH
\ acido acrilico

sintesis de aminoacidos

Figura 2.9. Camino propuesto para la biodegradacion de acrilamida por bacterias.

El mondmero acrilamida es polimerizado por iniciadores de radicales libres, entre los
que se encuentran, compuestos azo, catalizadores redox, luz y radiacion. E1 mecanismo basico
involucrado en la polimerizaci6n por radicales libres de acrilamida se presenta en el esquema
de la Figura 2.10. Este monémero es inico entre los monémeros vinilicos y acrilicos, ya que
puede ser polimerizado hasta muy alto peso molecular. Esta caracteristica extraordinaria en la
polimerizacidon de acrilamida es atribuida, en parte, a la facil purificacién del mondémero
acrilamida y a la rapidez de propagacién, poco comun en polimerizaciones, en comparacion
con las constantes de velocidad de terminacién. La poliacrilamida (PAAm) puede ser
preparada via solucién, emulsién 6 precipitacién "°. En la Figura 2.11 se muestra la unidad

fundamental de la poliacrilamida '"°.
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Figura 2.10. Polimerizacion de acrilamida mediante formacién de radicales libres
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CH, — CH
c=—o0

NH,

Figura 2.11. Unidad fundamental de la poliacrilamida

El proceso de polimerizacion de la acrilamida produce una poliacrilamida que cuenta
con caracteristicas quimicas y biolégicas completamente diferentes a las del monémero. Como
ocurre con todos los mondmeros acrilicos y vinilicos, la acrilamida es quimicamente una
especie altamente reactiva debido al doble enlace rico en electrones; sin embargo en el proceso
de polimerizacion para formar poliacrilamida el doble enlace es removido, y por lo tanto la
poliacrilamida muestra una notable inercia quimica bajo condiciones normales. A diferencia
de la acrilamida, las poliacrilamidas no son facilmente propensas a la adicion nucleofilica en
la cadena principal debido a que poseen unicamente un enlace simple C-C. El grupo amida de
la poliacrilamida puede experimentar reacciones tales como hidrélisis y deshidratacién''°.

La poliacrilamida (PAAm) frecuentemente tiene un peso molecular extremadamente
alto (arriba de decenas de millones). Se disuelve facilmente en agua e incrementa su
viscosidad considerablemente ' .

Un gel derivado de acrilamida es una red entrecruzada de polimeros con peso
molecular muy alto, puede absorber solvente, principalmente agua, pero es insoluble en el
mismo. Las interacciones responsables de la absorcién de solvente son, fuerzas de capilaridad,
osmosis, y las interacciones moleculares polimero-solvente, entre otros. La estructura interna
del gel depende de las cantidades relativas de sus componentes; monémero Yy
entrecruzador ''*.

En la preparacién de un hidrogel basado en acrilamida deben ser especificadas
previamente la cantidad de solvente (comunmente agua) presente en la polimerizacién, o, por

otra parte, la concentracidn inicial total del mondmero; ya que éste no puede ser preparado en
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masa. La concentracion inicial total del monémero puede variar, con la finalidad de alterar la
estructura del hidrogel y, a su vez, alterar las propiedades del hidrogel H

Una red preparada en solucidn puede tener propiedades muy diferentes en comparacion
con las redes preparadas en masa. Una red preparada en solvente tiene una estructura de red
moévil, en cambio, unared preparada en masa tiene una estructura de red ajustada la cual
resulta de la interpenetracién de las cadenas de polimero durante la formacién de lared '''. La

poliacrilamida presenta enlaces intra e intercadena de tipo imidacién, como se esquematiza en

la Figura 2.12.
a)
CH,
/N
——CH2—<|:H——CH2——|CH Cl)H——CHz—-'CllH‘— +  NHy
C=—0 0=—2¢C =0 C==0
| N4 |
NH, T NH,
H
b)

—CH,— CH— CH,— CH— CH,—— CH—

| | |

[ =0 <':=o (l:=o
NH, TH NH, . NH
3

c=o0

|

——CH,~ CH—— CH,— CH— CH,— CH—

|

NH, NH,

Figura 2.12. a) Imidacién intramolecular, b) Imidacion intermolecular; en poliacrilamida.
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La degradacion térmica de la poliacrilamida es influenciada por un gran numero de
factores entre los que se incluyen peso molecular, composicién del copolimero, forma de
sintesis, contenido de oxigeno, historia térmica, y la presencia de impurezas. Sin embargo, se
ha sugerido que la degradaciéon de la PAAm ocurre en ciertas regiones de temperatura; la
primera alrededor de 200 °C, la segunda entre aproximadamente 200-300 °C y la tercera arriba
de 300 °C'"°.

Desde la temperatura ambiente hasta alrededor de 200 °C las poliacrilamidas son
generalmente estables térmicamente y experimentan cambios fisicos muy pequefios y una
ligera pérdida de masa. La pérdida de peso es atribuida a la pérdida del agua absorbida del
medio ambiente y otras impurezas volatiles. A temperaturas arriba de 200 °C, las
poliacrilamidas comienzan a experimentar cambios quimicos irreversibles resultantes de la
degradacion térmica. En esta etapa, se libera H;O, NHj, y pequefias cantidades de CO; como
subproductos de la formacion y degradacion de las uniones imida. La tercera region de
degradacion se caracteriza inicialmente por la descomposicién de los grupos imida para
formar nitrilos con la subsecuente liberacion de compuestos volatiles como el CO; y el H,O.
En el avance de la degradacion ocurre la escision de algunas cadenas principales produciendo
vanias glutarimidas sustituidas. A mas altas temperaturas, las reacciones predominantes son la
escision de enlaces de la cadena polimérica principal, formando largas cadenas
hidrocarbonadas''°.

La estabilidad de las soluciones de poliacrilamida es apropiada para muchas
aplicaciones; sin embargo, pueden ocurrir cambios en la viscosidad como resultado del
esfuerzo fisico, reacciones quimicas, 6 rearreglos conformacionales 5. Con base en las
atractivas propiedades de PAAm se han reportado una gran variedad de estudios basados en la
preparacion de hidrogeles de PAAm, entre los que se encuentran los citados por T. Aoki y
col. (1994)°, J. P. Baker y col. (1994)'"!, P. Munk (1989)'"®, C. Pizarro y col. (1997)'",
J. Baselga y col. (1987)'"®, M. J. Caulfield y col. (2003)'*¢, y H. Kasgéz y col. (2003)'"’.

En la investigacion reportada por Takashi Aoki y col. en 1994, basada en la
preparacion de IPN de poliacrilamida-poli(acido acrilico)(PAAc), se menciona la formacién
de complejos interpolimeros mediante puentes de hidréogeno a baja temperatura y la
disociacion del complejo a altas temperaturas. En la Figura 2.13 se esquematiza la interaccion

intermolecular de PAAmM-PAAC’.
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Figura 2.13. Complejo PAAm — PAAc

Los cambios en el estado de hinchamiento y compresiéon se deben a la fuerza de
atraccién o repulsiéon en el complejo polimero — polimero y a las interacciones polimero —
agua. Por lo tanto, la formacién y disociacién de complejos interpolimeros es el factor
determinante principal para alterar los estados de hinchamiento y compresién en los
hidrogeles de IPNs °.

Actualmente las aplicaciones biomédicas de las IPNs han cobrado mucha importancia
por lo que resulta conveniente incluir un polimero biolégico dentro de la IPN con la finalidad
de mejorar la biocompatibilidad y biodegradabilidad del matenal. Por lo tanto en el presente
trabajo se decidi6 trabajar con semi-IPNs basadas en poliacrilamida y el biopolimero lineal

poli(acido-y-glutamico).
2.5 Poli(acido-y-glutamico)

El grupo de los biopolimeros incluyen moléculas poliméricas largas, tales como
polipéptidos y proteinas, acidos nucleicos o polinucléotidos, y polisacaridos. Estas

macromoléculas son formadas por reacciones de condensacién. El término biopolimeros

también es aplicado para polimeros sintéticos preparados a partir de la misma unidad de
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mondémero o una similar a la unidad de monémero del polimero natural *°. El poli(acido-y-
glutamico) (y-PGA) se encuentra ubicado dentro del grupo de los biopolimeros.

El poli(acido-y- glutamico) bacteriano es claramente diferente en estructura, en
comparacion con los poli(aminoacidos) convencionales unidos mediante el carbono a, por lo
que podria ser mejor clastficado como un pseudo poli(aminoécido)''®.

El poli(acido-y-glutdmico) ha sido producido principalmente por especies especificas
del género Bacillus hacia el exterior de las células. Este biopolimero consiste de unidades
repetitivas de acido glutimico que son unidas mediante el grupo a-amino y el grupo funcional

y-acido carboxilico, como puede apreciarse en la estructura quimica presente en la Figura

2.14'8,

COOH

{ NH CH CH, CH, CO }
Figura 2.14. Estructura quimica del y-PGA.

El y-PGA fue descubierto como una capsula de Bacillus anthracis en 1973 *'. El
poli(acido-y-glutamico) es un componente de la capsula de Bacillus anthracis y Bacillus
mesentericus, y es acumulado en un caldo de cultivo de Bacillus subtilis como un producto de
la fermentacion ' 1%,

Cepas de Bacillus licheniformis y Bacillus subtilis pueden sintetizar un material
viscoso soluble en agua que contiene residuos de D- y L- acido glutamico. Este acido
poliglutdmico es polimerizado mediante la via de enlaces amida entre los grupos a amino y y
carboxilico. El y-PGA es el principal componente de “Itohiki-natto”, una comida tradicional
japonesa preparada desde soya al vapor mediante la accion bioldgica del PGA producido por

B. Subtilis, a los que generalmente se conoce como “Bacillus natto” 6 B. Subtilis (natto) '2'.
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Los mecanismos de biosintesis en B. Licheniformis y B. Subtilis han sido elucidados
recientemente. Se ha caracterizado parcialmente a un complejo de sintetasa presente en la
membrana celular de B. Licheniformis que cataliza la activacidon, racemizacion y
polimerizacién de L- glutamato dentro de exclusivamente poly-D-glutamato '*!.  En B.
Subtilis se reportd la presencia de un gen especifico responsable de la produccion de y-PGA 'y
se sugirié que la actividad de la y-glutamiltranspeptidasa (y-GTP) participa principalmente en
la biosintesis de y-PGA. Sin embargo, la actividad de la y-GTP se pierde por tratamiento del
plasmido de la bacteria con naranja de acridina, y no se produce el material viscoso mediante
las células tratadas. Con estas observaciones se pudo inferir que el gen del y-GTP se
encontraba en el plasmido, y el y-PGA presente en el material viscoso fue sintetizado por esta
enzima. Se encontré que y-GTP en B. Subtilis es una enzima extracelular y que se sintetizé en
las células o en la superficie celular y fue secretada hacia el medio '2°.

El y-PGA puede adoptar varias conformaciones dependiendo de las condiciones de la
solucion. De esta manera, la presencia de macromoléculas bioldgicas mas cargadas o polares,
los factores como temperatura, pH, concentracion del polimero, peso molecular y fuerza iénica
pueden cambiar la conformacion general y local de la estructura de y-PGA '*%,

En afios recientes, los hidrogeles preparados desde polimeros naturales han recibido
atencion con la finalidad de contribuir en la preservaciéon del ambiente. Los hidrogeles
originados desde poli(icido-y-glutamico) y poli(ge-lisina) microbianos pueden ser preparados
mediante irradiacion y. Estos poli(aminoacidos) microbianos son solubles en agua, son
hidrodegradables y biodegradables''.

| La sensibilidad del y-PGA hacia los cambios de pH‘se pone de manifiesto mediante la
protonacion y desprotonacion de los grupos carboxilo y amino, como se muestra en el estudio
reportado por M. Kunioka y col.'’ en el cual prepar6 un hidrogel de y-PGA y poli(e-lisina) en
proporcién 50/50 (PGA/PL), éste se traté con soluciones de diferente pH; el hidrogel presentd
hinchamiento a pH menor de 4 y mayor de 6, lo que se justifica con la varnacién de la

composicion idnica con respecto al pH, comportamiento que se aprecia en la Figura 2.15.
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) pH> 6

a) pH< 4

Figura 2.15. Cambios en el estado de hinchamiento-compresion en el hidrogel 50/50
(PGA/PL), en soluciones acuosas a diferente pH. a) Hinchamiento, b) Compresién e

¢) Hinchamiento.

El tipo de carga de los grupos idnicos varia con el pH, las cargas dominantes en el gel
PGA/PL son los grupos amino protonados y los grupos carboxilo desprotonados a pH menor
de 4 y mayor de 6, respectivamente. En esta region de pH, el gel esta hinchado debido al
incremento de la presion iénica de hinchamiento. Por otra parte, a pH comprendido entre 4 y
6, la mayoria de los grupos idnicos estan ausentes debido a la protonaciéon de los grupos
carboxilo y desprotonacion de los grupos aminos, bajo estas condiciones el gel se encuentra
comprimido; como se muestra en la Figura 2.15. Con estos resultados demostraron la
sensibilidad de los geles de PGA/PL al cambio de pH''.

En la sintesis de hidrogeles de y-PGA el enlace del polimero a través de sus grupos
carboxilicos libres resulta complicado debido a su fuerte acidez y cercania con la cadena
principal, lo que provoca un importante impedimento estérico. Sin embargo se ha logrado
llevar a cabo el entrecruzamiento del polimero para formar la red mediante poca o nula
hidrdlisis de la cadena principal por el uso de condiciones suaves de esterificacion. Se han
utilizado dihalogenoalcanos como agentes de entrecruzamiento formando enlaces éster con
los grupos carboxilicos del y-PGA, como se esquematiza en la Figura 2.16. Otro método
estudiado para el entrecruzamiento de este polimero es por irradiacion y, en el cual los rayos y

inducidos debilitan los enlaces C-H y pueden generar radicales libres en los carbonos metilo
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del y-PGA, seguido de la combinacién intermolecular de radicales con lo que se induce al

. . 12
entrecruzamiento del polimero™~.

PGA
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Figura 2.16. Entrecruzamiento del y-PGA utilizando un dihalogenoalcano

El y-PGA es soluble en agua y biodegradable, y se puede obtener con una masa
molecular relativamente alta (M. 100,000-1,000,000), puede ser usado como un espesante,
humectante, material alimentado para liberacién, o como acarreador biodegradable de

. . . . ,123
farmacos en los campos de alimentos, cosméticos y medicina ' 1%,
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Dentro de las aplicaciones més importantes de las IPNs constituidas por polimeros
naturales se encuentra la liberacién controlada de farmacos, por lo que este trabajo va
encaminado hacia tal fin; sin embargo, en esta parte del trabajo solamente se abarcara el
proceso de sintesis y caracterizaciéon de redes semi-interpenetradas basadas en PAAm y y-
PGA. En el presente trabajo se espera que la combinacion de la estabilidad y propiedades de
hinchamiento de la PAAm con la biodegradabilidad y bicompatibilidad, representativas de los
biopolimeros, dé lugar a la obtencién de un material con un amplio potencial en aplicaciones

biomédicas.

2.6. Generalidades de las ciclodextrinas

Algunas Dbacterias producen un grupo de enzimas Illamadas ciclodextrina
glicosiltransferasas (CGTasas), que degradan la fraccion de la amilosa del almidén,
hidrolizando una o varias vueltas de la hélice y enlazando sus extremos, de tal modo que se
producen oligosacaridos ciclicos con uniones a-(1-4), que no contienen grupos terminales
reductores o no reductores; como se esquematiza en la Figura 2.17. Estas moléculas ciclicas se
llaman ciclodextrinas, y se abrevian como CD. Las ciclodextrinas también se conocen como

dextrinas de Schardinger, ciclomaltosas, cicloglucanas y cicloglucoamilosas'?*,

ey >
(:":::x: o - amilasa Enzima CGTasa P
T <F—— < >
< _‘><:' <=
(; _ : % <>
T3 >

Figura 2.17 Formacioén de dextrinas aciclicas y ciclicas a partir de la fraccién de amilosa del
almidén
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Las tres principales ciclodexirinas son sustancias cristalinas, homogéneas, no
higroscopicas, no reductoras, solubles en agua, y son macroanillos constituidos por
unidades de glucopiranosa. Las ciclodextrinas son estructuras anilladas con 6, 7 y 8 unidades
de glucopiranosa correspondientes a a, B, y y — CD respectivamente'?* '2°,

La superficie externa de las CDs esta compuesta por seis o0 mas hexagonos, y, por lo
tanto, la profundidad de la molécula es el ancho del anillo de glucosa, tienen n grupos
hidroxilo primarios para n unidades de glucosa (-CHOH de C-6) y 2n grupos OH
secundarios (-OH de C-2 y C-3) en los extremos de la cavidad. Como consecuencia de la
conformacién “C, de las unidades glucopiranosa, todos los grupos hidroxilo secundarios se
sitian en uno de los dos bordes del anillo, mientras que todos los primarios se colocan en el
otro borde; el borde donde se sitdan los grupos hidroxilo secundarios el diametro de la cavidad
es mas grande que el borde de los hidroxilos primarios, debido a que la rotacién libre del
ultimo reduce el diametro efectivo de la cavidad. Por lo tanto, la configuraciéon molecular
tridimensional mas estable para estos oligosacaridos ciclicos toma la forma de un cono
truncado, hueco y poco profundo como se representa en la Figura 2.18, aunque con frecuencia

. . 124
se describe como un toroide'?*.

HO
OoH

Bp oo
LN A
< ™R

I

Figura 2.18. Representacion de la ciclodextrina.
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Una de las caracteristicas mas importante de la CD se refiere a la distribucion de los
grupos hidrofilicos e hidrofébicos. Debido a que los grupos hidrofilicos del hidroxilo ocupan
ambos bordes del cono, vuelven a la CD soluble en agua. El interior de la cavidad es de
caracter hidrofébico debido a que esta cubierto por los hidrégenos de los grupos metino (C3-H
y C5-H), metileno (C6-Hy), asi como por oxigenos tipo éter (O4). Por lo tanto, las cavidades
proporcionan una matriz hidrofébica en solucién acuosa, lo que conduce al término ambiente
microheterogéneo

La cavidad de las ciclodextrinas esta compuesta por atomos de hidrégeno y puentes
glucosidicos de oxigeno, cuyos pares de electrones no compartidos se dirigen hacia el interior
de la misma produciendo una alta densidad electrdnica y haciendo que el interior de la cavidad
sea hidrofébico, similar al ambiente encontrado en el interior de la hélice de la amilosa, como

puede apreciarse en el esquema de la Figura 2.19.

SITIO
HIDROFOBICO

(CAVIDAD) o
Puentes de ox{genos szro:lnlo.s
glucosidicos secundarios

SITIO
FILIC '
}HDM'ERRO IIE)IR)O Hidroxlos

PrManos

Figura 2.19. Representacién de una ciclodextrina, indicando las regiones hidrofébica e

hidrofilica.
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En cuanto a las dimensiones de las ciclodextnnas, todas tienen una profundidad de
7.9 A, con diversos didmetros exteriores y de cavidad que dependen del mimero de unidades
de D-glucosa en la molécula. Para la a- CD se tiene un didmetro mayor de 13.7 A. Ademas,
conforme ¢l nimero de unidades de glucosa aumenta, se presenta una forma disimétrica de la

molécula. En la tabla 2.4 se muestran las dimensiones de estas moléculas'**.

Tabla 2.4. Dimensiones de las moléculas de ciclodextrinas

Dimensién A Alfa (o) Beta (B) Gamma ()
Di4metro de la periferia 14.6 £0.4 154+ 0.4 17.5+£0.4
Diametro de la cavidad (aproximado) 47-53 6.0-6.5 7.5-83
Altura del toroide 7.9+ 0.1 7.9+0.1 7.9+0.1

Mediante la formacién de compuestos de inclusién, las ciclodextrinas pueden
estabilizar, solubilizar, retener y liberar de manera controlada una gran variedad de
compuestos, entre los que se incluyen gases, parafinas, alcoholes, acidos carboxilicos,
colorantes aromaticos, derivados del benceno, sales, y agua, entre otros. Los resultados
sugieren la viabilidad del uso de ciclodextrinas en productos farmacéuticos, quimicos, pinturas
y colorantes, alimentos, cosméticos, articulos de tocador y pesticidas. Pueden encapsularse
compuestos labiles, téxicos, explosivos, emulsionar aceites, enmascarar sabores u olores,
aumentar la solubilidad de medicamentos y convertir en polvo compuestos viscosos. Ademas,
los complejos con ciclodextrinas normalmente tienen una presion de vapor baja, lo que reduce
la volatilidad; y de esta manera, se podria retener un insecticida en el lugar que se aplic sin
dispersarse en el aire. Pueden utilizarse también para mantener por mas tiempo el aroma de los
perfumes'?.

En el presente trabajo se optd por unir la B-ciclodextrina al y-PGA, con la finalidad de
incrementar las aplicaciones del y-PGA; posteriormente se elaboraron redes semi-
interpenetradas basadas en PAAm y yYPGA-BCD, con el fin de utilizar la B-CD como una
molécula huésped de otras biomoléculas y ampliar de esta manera el potencial de aplicaciones

de estos materiales, principalmente en la liberacién controlada de fArmacos.
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[1I. HIPOTESIS

La poli(acrilamida) contiene grupos funcionales que le permite entrecruzarse de
manera independiente en presencia del poli(acido-y-glutamico) utilizando un agente de
entrecruzamiento apropiado. Basados en estas caracteristicas es posible sintetizar redes semi-

interpenetradas basadas en poli(acrilamida) y poli(acido-y-glutamico).
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IV. OBJETIVOS

Objetivo General

Establecer las condiciones de sintesis para la obtencién y caracterizacion de redes

poliméricas semi-interpenetradas formadas por poli(acrilamida)/poli(acido-y-glutamico).

Objetivos Particulares

Sintesis de hidrogeles de semi-IPNs basadas en poli(acrilamida)/poli(acido-y-
glutdmico) con variacién en la masa molecular del y-PGA, y evaluacién del efecto de la
variacion en la relacién molar de los polimeros constituyentes, sobre las propiedades de estos

materiales.

Estudio de la morfologia, propiedades térmicas, mecanicas y de hinchamiento de las

redes poliméricas sintetizadas, y la interaccion entre los polimeros constituyentes.
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V.- METODOLOGIA

5.1 Obtencion del poli(acido-y-glutamico)

El poliacido-y-glutamico (y-PGA) fue producido por la bacteria Bacillus Licheniformis.
Primeramente se prepard el medio de cultivo conteniendo los nutrientes necesarios para el
cultivo de esta bacteria y la produccion del poli(acido-y-glutamico). El medio de cultivo se
prepar6 de forma similar a la reportada por D. Gonzales y col'?, yJ. H Doy col.'®; en la
Tabla 5.1 se muestra la composicion de este medio nutritivo. Una vez preparado el medio de
cultivo, éste se distribuyod en matraces Erlenmeyer; posteriormente se ajust6 el pH a 7 con la
finalidad de obtener la disolucion completa del icido glutimico. Los matraces con el medio
de cultivo se esterilizaron a 121 °C durante 15 minutos y fueron inoculados con alrededor de
0.8 ml de la cepa de B. Licheniformis utilizando 700 ml del caldo de cultivo, a continuacién
estos matraces se incubaron a 37 °C durante 96 h manteniendo agitacion mecénica de
300 rpm. Después de este tiempo, se sacaron los matraces de la incubadora y se bajé el pH de
la mezcla hasta un valor de 3 para disminuir la viscosidad del medio de cultivo y facilitar la
separacion del paquete celular del y-PGA. El paquete celular fue separado mediante

centrifugacion a 15000 rpm durante 30 min, el y-PGA qued6 disuelto en el sobrenadante.

Tabla 5.1. Medio de cultivo para B. Licheniformis

Nutrientes Gramos/Litro.
Acido L-glutamico 20.0
Acido citrico 12.0
Glicerol 80.0
NH,CI 7.0
K,HPO, 0.5
MgSO, . 7H,0 05

FeCl, . 6H,0 0.04
CaCl, . 2H,0 0.15
MnSO, . nH,0 0.0057
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El y-PGA se precipité adicionando acetona al sobrenadante en una relacién 1:1, el
polimero precipitado se disolvid en agua y se congeld para ser secado mediante liofilizacion.
De esta manera se obtuvo el y-PGA crudo. El proceso de obtencion se esquematiza en la

Figura 5.1.

B. licheniformis Afiadir R Medio de c;{lti;o estéril
apH=

Incubacién a 37 °C durante 96 h
300 rpm con agitacion mecanica

Ajustar a pH=i Centrifugacion
Mezcla con y-PGA 15000 rpm, 30 min.

Sobrenadante Precipitado

y-PGA Crudo Paquete celular

Figura 5.1. Diagrama de flujo correspondiente al proceso de obtencion del y-PGA

5.1.1 Método de purificacion

. El proceso de purificacion del y-PGA se inici6 con la dialisis del mismo, para ello se
utilizaron piezas de tubo para dialisis de aproximadamente 35 cm de longitud, con capacidad
de purificacién de moléculas con masa molecular mayor a 12,000 g/mol. Los tubos de
didlisis se sometieron a un tratamiento que consistid en hervir las membranas en una solucion
) de bicarbonato de sodio en EDTA (1 mM) al 2% (w/v) durante 10 min, después se lavaron con

agua destilada y fueron hervidos en solucién de EDTA durante 10 min. Finalmente se

conservaron en la solucion de EDTA a 4 °C.
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Se prep aron soluciones del polimero crudo al 2 % ( en agua desionizada. La
solucion del polimero se distribuyd en los tubos de dialisis previamente tratados, enseguida
éstos fueron introducidos en agua desionizada con pH=3 (Figura 5.2). La diélisis se desarrollo
durante un periodo de 16 horas, efectuando cambios de agua cada 4 horas. Al término de las
16 horas, se recuperd la solucion de polimero y se centrifugé a 15000 rpm durante 30 min para
precipitar las impurezas que hubieran quedado suspendidas en el agua. El y-PGA presente en
el sobrenadante se congel6 para ser secado mediante liofilizacion, y de esta manera se obtuvo

el y-PGA puro.

F' a52 Proc © ° y lo 4 ™A

5.1.2 Caracterizacion del y-PGA

El y-PGA obtenido se caracteriz6 por resonancia magnética de proton y carbono 13
(RMN-'H y RMN-"C), espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR) y
mediante deterrminacion de la masa molecular.

El estudio por RMN del 'H y °C, se realiz6 utilizando como solvente agua deuterada

(D20), se utilizé un equipo Jeol Eclipse de 300 MHz.
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Para el analisis por FT-IR se elaboraron pastillas del polimero seco con bromuro de
potasio, estas fueron analizadas en la modalidad de transmitancia. Se utiliz6 un equipo
Nicolet 550.

La masa molecular del y-PGA se determiné de manera indirecta mediante una curva de
calibracion previamente elaborada, compuesta por la masa molecular del y-PGA obtenida por

GPC contra el In de la viscosidad relariva, (seccion 5.1.4).

5.1.3 Hidrdlisis alcalina

La masa molecular promedio (Mw) de y-PGA obtenido via fermentacion fue de
alrededor de 155800 g/mol. El y-PGA purificado se utilizd para llevar a cabo la hidrolisis
alcalina, se parti6 de 10g de y-PGA, el polimero se colocd en un reactor de tres bocas con
chaqueta de enfriamiento. Posteriormente, se agregaron 90 ml de una solucion de bicarbonato
de sodio 67.6 mM para disolver el polimero. El reactor se conecté a un bafio de aceite para
proporcionar el calentamiento y se le colocé un termémetro en una de las bocas del matraz, un
tubo refrigerante en la boca del centro, y en la tercera se coloco un tapdn; enseguida se inicid
la agitacion magnética y el calentamiento del reactor hasta alcanzar 90 °C. Este procedimiento
se esquematiza en la Figura 5.3. Una vez alcanzada esta temperatura se adicionaron 1.5465 g

de NaOH disueltos en 10 ml de solucion de bicarbonato de sodio'?’

. A partir de esta adicion se
empezd a contar el tiempo, efectuandose muestreos cada hora hasta completar 7 horas, con el

fin de obtener fragmentos de y-PGA con distinta masa molecular.
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5.1.4 Determinacion de la masa molecular

Como se menciono en la seccion 5.1.2, la masa molecular del y-PGA se determiné de
manera indirecta utilizando una curva de calibracién donde la masa molecular se determiné
mediante GPC. Para la determinaciéon de la masa molecular mediante GPC se prepararon
muestras a una concentracion de 0.1% (w/v) utilizando como disolvente una solucién
constituida por 50 mM de NaCl/acetonitrilo en relacién 4:1. Se inyectaron en el equipo
voliimenes de 200 pl de la solucién conteniendo el polimero, manteniéndose la fase mévil
(NaCl/acetonitrilo) a una velocidad de flujo de 1.0 ml/min. Se utilizé un equipo Waters 150-C
equipado con un detector UV operado a 248 nm y columnas lineales Hidrogel (Waters) asi
como PL-aquagel-OH. Se determind también la viscosidad relativa de estas fracciones de y-
PGA, de esta manera se construy6 una curva de calibracién compuesta por la masa molecular
del polimero obtenida por GPC contra In de la viscosidad relativa del polimero (Figura 5.4).
Esta curva de calibracién se utilizé para la determinacion indirecta de las masas moleculares
de las fracciones de y-PGA obtenidas en la hidrélisis alcalina, mediante la determinacién de

sus valores de viscosidad relativa.

[ % JEN

0,7 e «

[X] 4 =

Ln viscosidad relativa (Ln t/to)

M v A T M 1 M LUV ) v ] M T T
a 20.000 40,000 0.000 30.000 400.000 120.000 140.000 180.000

Masa molecular (Mw)

Figura 5.4. Correlacién entre el In de la viscosidad y la masa molecular del y-PGA

determinada mediante GPC.

55



Metodologia

Para la determinacion de la viscosidad relativa de las muestras hidrolizadas, se
prepararon soluciones al 0.7% (w/v) de y-PGA y mezcla de NaCl 50mM/acetonitrilo 4:1 (v/v).
Las muestras se filtraron a través de una membrana de Nylaflo con un tamaiio de poro de
0.2 um. La medicién se llevo a cabo en un viscosimetro Ubbelhode a una temperatura de
3040.1°C.

Los valores de viscosidad relativa obtenidos se interpolaron en la curva de calibracién
compuesta por la masa molecular obtenida por GPC contra el In de la viscosidad relativa,
obtenida en un trabajo previo, (Figura 5.4). De esta manera se obtuvieron las masas
moleculares correspondientes a las fracciones de y-PGA hidrolizado; de donde se
seleccionaron dos masas moleculares de y-PGA, una de baja masa molecular y otra de alta
masa molecular, correspondientes a 83200 y 155800 g/mol, respectivamente; con las que se

llevé a cabo la preparacion de las redes semi-interpenetradas.

5.2 Sintesis de redes semi-interpenetradas de poli(acrilamida)/poli(acido-y-glutamico)

con masa molecular correspondiente a 83200 y 155800 g/mol

En la elaboracién de las semi-IPNs de PAAm-yPGA se utilizé una solucién patrén de
acrilamida (AAm) al 30%, compuesta por 29 g de acrilamida y 1 g de bisacrilamida disueltos
en 100 ml de agua desionizada, una solucion de persulfato de amonio (PSA) al 10% (w/v)
(iniciador); y N, N, N’, N’- tetrametiletilendiamina (TEMED) (catalizador). Se utiliz6 una
solucion acuosa de y-PGA al 10% (w/v) con masa molecular correspondiente a 83200 y
155800 g/mol.

Se prepararon semi-IPNs de PAAm/y-PGA en proporciones molares (95/5), (90/10),
(85/15), (80/20) y (75/25). Para llevar a cabo la sintesis, primeramente se adiciond a un matraz
Erlenmeyer la solucion patrén y el volumen de agua respectiva para completar un volumen de
mezcla final correspondiente a 20 ml. Posteriormente se agregé la solucion de y-PGA al 10% y
se aplicé agitacién magnética para el mezclado de los componentes, enseguida se adiciond la
solucion de persulfato de amonio y se continud la agitaciéon durante 3 min, después de este

tiempo se afiadi6 TEMED y se continu6 la agitacion por 2 min. Las cantidades de cada uno de
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los componentes de la mezcla empleadas en la preparacién de las semi-IPNs se muestran en la

tabla 5.2.

Tabla 5.2. Cantidades empleadas en la preparacién de semi-IPNs de PAAm-yPGA

PAAmM/PGA | Soln. Patrén®|  Agua PSA’ TEMED y-PGA®
(ml) (ml) (ml) (ml) (ml)
100/0 13.9 6.1 0.5 0.075 0
95/5 13.9 2.1 0.5 0.075 4
90/10 6.6 9.4 0.5 0.075 4
85/15 42 11.8 0.5 0.075 4
80/20 2.9 13.1 0.5 0.075 4
7525 22 13.8 0.5 0.075 4

* Solucion de acrilamida al 30%,
®Solucién de persulfato de amonio al 10%
¢ Solucién de poli(acido-y- glutamico) al 10%

La mezcla obtenida se distribuyd en moldes cilindricos y se mantuvieron a
temperatura ambiente para iniciar la polimerizacién y gelacién de estos materiales. Los
hidrogeles obtenidos se lavaron con agua desionizada durante 2 dias para eliminar los residuos

de los reactivos que no reaccionaron.

5.3 Estudio de la morfologia de las redes semi-interpenetradas

La morfologia de las redes semi-interpenetradas de PAAm/y-PGA se analizé mediante
microscopia optica (M.0O), microscopia de fluorescencia laser confocal (MLC) y microscopia
electrénica de barrido (SEM). Los detalles de preparacion de muestras y condiciones de

analisis se describen a continuacion.
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5.3.1 Microscopia optica

Para el analisis mediante microscopia Optica, los hidrogeles de PAAm y semi-IPNs de
PAAmM/YPGA (95/5), (90/10), (85/15), (80/20) y (75/25) fueron tefiidos con el colorante azul
alcian; para lo cual se sumergieron en una solucion del colorante azul alcian al 3% (w/v) en
solucion de acido acético:metanol (4:1), en la Figura 5.5 se presenta la estructura quimica de
este colorante. Los hidrogeles permanecieron dentro de la solucién de colorante durante 24 h

para dar tiempo a que el colorante se fijara al y-PGA.

Figura 5.5. Estructura quimica del colorante azul alcian

Una vez tefiidos, los hidrogeles fueron sumergidos en una solucién de acido acético:
metanol con la finalidad de liberar el colorante que no se hubiera fijado al y-PGA, este proceso
finalizé cuando se observo la desaparicion de una coloracién azul en esta solucién. En este
momento se decanto el decolorante y se adicion6 agua desionizada para mantener a los geles
hinchados en agua. Este estudio se fundamenta en informacién bibliografica donde se reporta
que este colorante presenta afinidad hacia grupos carboxilo libres'?%.

Para llevar a cabo la observacion por microscopia Optica, se realizaron cortes
transversales de aproximadamente 30 um de espesor, utilizando un microtomo criogénico,
estos cortes fueron observados en su estado hinchado, es decir una vez realizado el corte se

procedié inmediatamente a su observacion en un microscopio Optico con camara de video
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integrada; la observacion se realiz6 con el objetivo de 500 aumentos. Por otra parte, las
primeras dos muestras fueron analizadas también en un estado himedo, es decir alrededor de
dos horas después de haberse realizado el corte, por lo que la muestra ya no estaba
completamente hinchada en agua sino que ya habia sufrido cierta pérdida de la misma por
evaporacion. Se utilizé un microscopio 6ptico con analizador de imagen OLYMPUS BX60. El

procedimiento se esquematiza en la Figura 5.6.

h

24 15 dfas
decantar decantar
cada24 h
Hidrogel
azul alcian

solucién de acido agua desionizada
{Colorante) acénico/metanol
(Decolorante)
cortes en el microtomo
criogénico
micrescopio $phco P l I

Figura 5.6. Procedimiento utilizado para la observacién microscépica de los hidrogeles

tefiidos.

5.3.2 Derivatizacion del poli(acido-y-glutimico) con pirenmetilamina

La reaccion del y-PGA con la pirenmetilamina se realizé con el fin de marcar al y-PGA
con un reactivo fluorescente y de esta manera poder estudiar la distribucion de este
biopolimero dentro de la red semi-interpenetrada mediante microscopia de fluoresecencia laser
confocal (MLC). La modificaciéon del y-PGA con el grupo pireno se realiz6 tomando como
base la metodologia reportada por J. Duhamel y col.'” y H. S. Telmo y col. *°, para la

modificacion del poli(acido-a-glutamico) y poli(oxido de etileno), respectivamente.
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La pirenmetilamina se obtuvo mediante la neutralizaciéon del hidrocloruro de
pirenmetilamina (Aldrich), usando una solucion acuosa de NH;OH 0.5M, (Figura 5.7a). Para
ésto se utilizé 1 g (3.7x10> mol) de pirenmetilamina hidroclorada, la cual se disolvié en 50 ml
de agua desionizada y posteriormente se le fue adicionando solucién de hidréxido de amonio
0.5 M gota a gota hasta obtener un pH=7. Para extraer la pirenmetilamina neutra de la solucién
acuosa, se coloco la solucién de pirenmetilamina neutra en un embudo de separacion y se le
adicion6 100 ml de hexano, inmediatamente se observé la separacion de dos fases, de donde
se extrajo la fase inferior correspondiente a la solucién acuosa, posteriormente se volvieron a
adicionar 100 ml de hexano para el lavado y se separaron dos fases; en la inferior estaba el
reactivo neutro y en la superior el hexano; de esta manera se extrajo la PyMeNH, presente en
la fase inferior, y se secd utilizando vacio durante 4 h.

Para la realizacion de la reaccion de y-PGA de masa molecular igual a 83200 g/mol
con pirenmetilamina (PyMeNH,), primeramente se adicioné 1 g (1.2 x10° mol) de y-PGA,
enseguida se agregaron 75 ml de agua desionizada; la solucién se mantuvo con agitacién
magnética y se adicionaron 200 ml de THF; posteriormente se agregaron 86 x10”° mol de
PyMeNH; vy la soluciéon fue agitada vigorosamente durante aproximadamente 15 minutos.
Posteriormente se agregaron 86 x10” mol de 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilcarbodiimida
hidrocloruro (EDC) (Sigma). Esta reacciéon se representa en el esquema de la Figura 5.7b. La
reaccion se llevé a cabo bajo vigorosa agitacidbn magnética durante 5h, a temperatura

ambiente.
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Figura 5.7. a) Neutralizaciéon de la pirenmetilamina hidroclorada, b) Reaccién del

poli(acido-y-glutamico) y la pirenmetilamina neutra.

La purificacion del y-PGA marcado se llevd a cabo mediante el proceso de dialisis en
agua desionizada durante 72 horas con cambio de agua cada 24 horas. Pasado este tiempo, se
recuperd la solucion contenida en las bolsas de dialisis y se evaporé el THF por
rotaevaporacion; la solucion restante se redisolvié en agua desionizada, se congeld y se secd
mediante liofilizacion.

El yPGA-PyMeNH obtenido en esta reaccion fue sometido a un proceso de extraccion
por soxhlet utilizando al THF como solvente, con la finalidad de extraer las moléculas de
pireno que no hayan reaccionado con el y-PGA, y corroborar de esta manera que el pireno

encontrado en los estudios de caracterizacion se encuentra unido al y-PGA.

61



Metodologia

El y-PGA modificado se caracterizO mediante, espectroscopia de UV-Vis,
espectroscopia de fluorescencia, resonancia magnética nuclear del protén (RMN-'H) vy
espectroscopia de infrarrojo (FT-IR), con la finalidad de corroborar la modificacion del y-PGA

con PyMeNH,; .

- Espectroscopia de UV-Vis
Para la realizacion de este anlisis se prepararon soluciones con distinta concentracion
de YPGA-PyMeNH utilizando THF como disolvente. Se utiliz6 un equipo
SHIMADZU UV-2401 PC

- Espectroscopia de fluorescencia
Este estudio se realizé para corroborar la actividad fluorescente del YPGA-PyMeNH,
para lo cual se analizaron soluciones de YPGA-PyMeNH en THF con la misma
concentracién utilizada en el andlisis por UV-Vis. Para este estudio se utilizé6 una
longitud de onda de excitacion de 354 nm, un Slit de 2.5-5 y una velocidad de
500 nm/min.
Se utiliz6 un equipo Perkin Elmer LS-50B

- Resonancia magnética nuclear de 'H
En la preparacion de las muestras se utiliz6 como disolvente agua deuterada (D,0), y

se analizaron a temperatura de 25 °C en un equipo JEOL ECLIPSE de 300 MHz.

- Espectroscopia de Infrarrojo (FT-IR)
Este estudio se llevd a cabo en pastillas de YPGA-PyMeNH seco con bromuro de
potasio, estas muestras fueron analizadas en la modalidad de transmitancia. Se utilizé

un equipo Nicolet 550.
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5.3.3 Analisis del poli(acido-y-glutamico)-pirenmetilamina mediante microscopia de

fluorescencia laser confocal

El y-PGA marcado con pireno (YPGA-PyMeNH) se utilizé para preparar hidrogeles de
PAAmM/YPGA-PyMeNH (90/10). Para llevar a cabo la observacién en el microscopio de
fluorescencia laser confocal se realizaron cortes del hidrogel en su estado hinchado de 50 um
de espesor utilizando un microtomo criogénico. Se utilizé una longitud de excitacién de
458 nm, utilizando laser de argdn, y un objetivo de 20x. Esta longitud de onda es la mas
cercana a la reportada tedricamente para el grupo pireno, que puede ser utilizada en este

microscopio. El modelo del equipo utilizado en este analisis es LSM 5 PASCAL

5.3.4 Microscopia electrénica de barrido

Se estudio el efecto de la presencia de y-PGA sobre la morfologia de las semi-IPNs
mediante el analisis por SEM; para lo cual se realizaron cortes transversales de los hidrogeles
en su estado hinchado, con un espesor de aproximadamente 10 pm utilizando un microtomo
criogénico. Previo a la observacidn, las muestras fueron cubiertas con oro-paladio, se utilizé
un voltaje de aceleraciéon de 15 kV y una distancia de trabajo correspondiente a 18 mm. El

modelo del equipo usado en este analisis es TOPCOM SM-510.

5.4 Determinacion de la posible interaccion entre poli(acrilamida) y poli(acido-y-

glutamico)

Los hidrogeles preparados se analizaron por espectroscopia de Infrarrojo con la
finalidad de encontrar alguna evidencia de algun tipo de interaccién entre los dos polimeros
constituyentes; tales como desplazamiento de las bandas caracteristicas de los grupos
funcionales de los polimeros constituyentes. El andlisis se llevé a cabo en hidrogeles secos, los

cuales se transportaron cuidad.samente cubiertos para evitar al maximo la absorcién de
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humedad. Se elaboraron pastillas del gel seco con bromuro de potasio, éstas fueron analizadas

en la modalidad de transmitancia. Se utilizé un equipo Nicolet 550 C.

5.5 Analisis térmico mecanico

Este estudio se realizo con la finalidad de conocer el efecto del contenido de y-PGA
sobre la pérdida de agua y el cambio en dimensién de los hidrogeles de PAAM/YPGA
hinchados, al aplicarles temperatura en un intervalo de 20 a 150 °C con velocidad de
calentamiento de 5 °C/min, y fuerza constante correspondiente a 0.05 N; con respecto a la
cantidad de y-PGA utilizada en la preparacion de los hidrogeles, para lo cual se prepararon
discos del hidrogel hinchado con dimensiones de alrededor de 5 mm de didmetro y 2 mm de

altura. El estudio se llevo a cabo en un equipo modelo TMA 2940 T.A. Instruments.

5.6 Contenido de agua en el equilibrio mediante analisis termogravimétrico

El contenido de agua en el equilibrio se determiné mediante el analisis
termogravimétrico, donde se analizé el porcentaje de pérdida de peso atribuido a la pérdida de
agua al variar la temperatura de 20 a 150 °C, se utiliz6 una velocidad de calentamiento
correspondiente a 10 °C/min. Se analizaron discos de alrededor de 5 mm de diametro y 2 mm
de altura de los hidrogeles hinchados a temperatura ambiente en agua desionizada. Se utilizé

un equipo modelo TGA Q500 T. A. Instruments

5.7 Resistencia a la compresion en ruptura

Mediante este estudio se analizo el efecto del contenido de y-PGA sobre la resistencia a
la carga maxima aplicada, y la capacidad de deformacién de los hidrogeles hinchados de
PAAmM/y-PGA. Se utilizaron muestras cilindricas de 1.9 cm de didmetro y 2 cm de espesor. El

procedimiento consistié en comprimir el gel entre dos placas circulares con un didmetro 14 cm
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y un espesor de 1.2 cm, se utilizé una velocidad de 1.3 mm/min, llevandose a una deformacion

hasta la ruptura.

5.8 Cinéticas de hinchamiento

Para llevar a cabo las cinéticas de hinchamiento en agua de los cerogeles (gel seco)
preparados, primeramente se tomaron muestras de cada gel de alrededor de 1 cm?® de area y 3
mm de espesor, se pesaron para conocer el peso del gel seco, enseguida se sumergieron en
agua desionizada, los geles se estuvieron pesando continuamente en intervalos de 1 hora hasta
llegar al equilibrio de hinchamiento. Los valores de los pesos obtenidos durante la prueba de
hinchamiento se utilizaron para la determinacion de la razén de hinchamiento (8) y el

porcentaje de contenido de agua en el equilibrio (EWC) utilizando las siguientes ecuaciones,

respectivamente:
5=M EWC(%)=MX100
W, W,

Donde W; es el peso del hidrogel hinchado y W es el peso del gel seco.

La razoén de hinchamiento se determiné mediante las cinéticas de hinchamiento en agua
teniendo como variables temperatura, pH y contenido de y-PGA. En el primer caso se trabajé
a25y37°C, y en el segundo se utilizaron soluciones acuosas con pH correspondiente a 3, 5,
7y10.

El contenido de agua en el equilibrio (%) en el equilibrio se determind en las cinéticas
de hinchamiento en agua desionizada a 25 °C y estos valores fueron comparados con los
obtenidos mediante analisis termogravimétrico.

Las pruebas se llevaron a cabo por triplicado, para conocer la reproducibilidad del
analisis. Por otra parte, se seleccionaron muestras utilizadas en cada cinética de hinchamiento,
se secaron por liofilizacion y se repitio la cinética de hinchamiento con la finalidad de conocer

la posibilidad de reutilizar estos hidrogeles en este tipo de pruebas.
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5.9. Funcionalizacién del poli(Acido-y-glutamico) con B-ciclodextrinas

La modificacion del y-PGA se realizé tomando como base la metodologia reportada

2
l.] 5

por X. Guo y co para la reacciéon de imidacion del poli(acido acrilico) y mono amino

ciclodextrinas, con apoyo de la metodologia reportada por J. Duhamel y col.'?

modificacion del a-PGA con PyMeNH,.

, para la

Para llevar a cabo la neutralizacion de la B-CDNH, hidroclorada, primeramente se
disolvieron 0.13 g (1.15 x10™* mol) de B-CDNH, hidroclorada en aproximadamente 20 ml de
agua desionizada y se le agregd solucién de hidréxido de amonio 0.5 M gota a gota hasta
obtener un pH 7, la solucién de $-CDNH, neutra se congelo y se secé por liofilizacién. Para
separar la B-CDNH; de las sales formadas durante la neutralizacién, se disolvié la §-CDNH,
neutra en alrededor de 2 ml de agua desionizada y posteriormente se afiadié a un vaso de
precipitado con alrededor de 50 ml de acetona, con esto se precipité la f-CDNH,. La solucién
restante se centrifugé para separar el resto de B-CDNH, que no se haya precipitado
inicialmente. De esta manera se obtuvo la -CDNH; pura. Para llevar a cabo la reaccién, se
adiciond a un matraz 1.2 g (1.4 x10” mol) de y-PGA y 75 ml de H,O desionizada, la solucién
fue sometida a agitacion magnética, posteriormente se adicioné 0.1 g de B-ciclodextrina y la
solucién continud siendo agitada durante alrededor de 15 minutos, enseguida se afiadi6 0.1 g
(5.26 x 10 mol) de 1-(3-(dimetilamino) propil)-3-etilcarbodiimida hidrocloruro (EDC). La
reaccion se llevéd a cabo en vigorosa agitacion magnética durante 5 horas. En el diagrama de
flujo de la Figura 5.8 se esquematizan los pasos generales de la reaccion del y-PGA y la B-CD.

El producto obtenido en esta reaccién fue purificado mediante el proceso de dialisis en
agua desionizada hasta que se obtuvo un valor constante en la conductividad eléctrica del agua

desionizada exterior.
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1.2 gde y-PGA + 75 ml H,O desionizada

l agitacion magnética

Adicién de 0.1 g de B-CD » | Adiciénde 0.1 gde EDC

Agitacién magnética
(15 mun.)

Agitacion magnética
(5 horas)

Producto final —> Producto puro +— TGA

Dialisis

Figura 5.8. Diagrama de flujo del proceso de sintesis del YPGA-CDNH

El yPGA-BCD fue caracterizado mediante espectroscopia de resonancia magnética
nuclear de "H y °C, con la finalidad de corroborar la existencia de la p-ciclodextrina en la
cadena del y-PGA. Se analiz6 la estabilidad térmica del YPGA-BCDNH mediante andlisis
termogravimétrico.

Se elaboraron hidrogeles de PAAm/YPGA-BCDNH en proporcién molar
correspondiente a 85/15 y 75/25. Se analizaron las propiedades de hinchamiento de estos

hidrogeles en funcién de la temperatura y pH.
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VI.- RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Sintesis y purificacion del poli(acido-y-glutamico)

La produccién del y-PGA se llevé a cabo utilizando las condiciones descritas en el
capitulo de la parte experimental. El rendimiento promedio obtenido en la produccion de
polimero crudo correspondié a 15 g por litro de medio de cultivo. En la literatura se reporta
una produccién de y-PGA igual a 13.5 g/l 8 vy 142 g/l de polimero crudo™', en medios de
cultivo donde se utilizé Bacillus licheniformis. Por lo tanto, la produccion de y-PGA obtenida
en este trabajo es ligeramente mayor a las encontradas en la literatura.

El y-PGA crudo se purifico mediante dialisis, se obtuvo un porcentaje de rendimiento
correspondiente a 67.3 %, ya que de 17.8 g de polimero crudo utilizados para llevar a cabo su
purificacidon se recuperaron 12 g, el polimero obtenido del proceso de dialisis es conocido
como y-PGA puro. Este resultado lo consideramos satisfactorio en nuestro estudio. La
caracterizacién de este biopolimero se realizé mediante resonancia magnética del 'H y °C,
los espectros obtenidos fueron comparados con los reportados en la bibliografia'? '*>. En la
Figura 6.1 se presenta el espectro de RMN-'H correspondiente al y-PGA donde aparece la
sefial del CH a 4.1 ppm, CH; (o) a 2.3 ppm, CH; () a 1.9 ppm y el NH a 8.1 ppm. Enla
Figura 6.2 se presenta el espectro de RMN-">C, donde la sefial del CH aparece a 54 ppm, CH,
(o) a 32 ppm, CH; (B) a 28 ppm, -COOH a 175 ppm y -CONH a 178 ppm.

8
un——?n——m,wcu,-—-en -
'i=° H;0 en oH
oH Solvente o THe
NH
“ CH 8CH;
PTTTTTTT T T
8.5 ) el 79 J \ JN . N L
) 7 6 s 4 3 2 1 0
Fpm

Figura 6.1. Espectro de RMN-'H del y-PGA purificado, en D,0, 300 MHz y temperatura de
25°C.
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Figura 6.2. Espectro de RMN-"2C del y-PGA purificado, en D0, 300 MHz y temperatura de
25 °C.

6.2 Determinacion de la masa molecular del poli(acido-y-glutamico)

En un estudio previo realizado en este departamento, se determiné la masa molecular
mediante analisis por GPC y la viscosidad relativa del y-PGA hidrolizado. Con los datos
obtenidos se construyd una curva de calibracion, como se muestra en la Figura 6.3. En el
presente estudio, se utilizoé esta curva de calibracién para determinar de manera indirecta la
masa molecular de las fracciones del y-PGA hidrolizado, mediante los valores de viscosidad

relativa obtenidos para cada una de estas fracciones de y-PGA.

\

17 -

X .1 : /
10 7 /

Ln wiscosidad relativa (Ln t/to)

8,4 e

[ % = - -
) __//

07

0.1 4 ,d/"

Lo 7 T ' T+ T T T T T T 1 1T
B 70.000 40,008 60.000 X0.000 ¢00.080 420.000 +143.000 1e0.000

Masa molecular (Mw)

Figura 6.3. Correlacién entre el In de la viscosidad y la masa molecular del y-PGA

determinada mediante GPC.
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Basandonos en esta curva de calibracion se obtuvieron las diferentes masas
moleculares del y-PGA a diferentes tiempos de hidrdlisis. En la Figura 6.4 se pueden apreciar
estos valores. En esta grafica se puede observar que en las primeras horas de hidrdlisis se
presenta una gran disminucion de la masa molecular del polimero y, al transcurrir el tiempo, la
disminucion de masa molecular es menor; esto se podria atribuir a que en las primeras horas

. hay mas sitios disponibles de ataque para el NaOH y conforme transcurri6 el tiempo estos

disminuyeron, por lo que el proceso de hidrélisis fue mas lento.

200000 )
b
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e
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3
®
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£
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n
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=
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0 v T — T v T v .
0 2 4 6 8

Tiempo de hidrélisis con NaOH (h)

Figura 6.4. Cinética de hidrdlisis con NaOH del y-PGA.

De este estudio, se seleccionaron dos tiempos de hidrélisis correspondientes a 0 y 2h,
con los cuales obtuvimos las masas moleculares apropiadas para continuar nuestro trabajo.
Las masas moleculares de y-PGA obtenidas en este proceso correspondieron a 155800 y
83200 g/mol. Una vez conocida la masa molecular del y-PGA se prosiguio a la preparacion de

y los hidrogeles de semi-IPNs basados en PAAm/y-PGA.
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6.3 Sintesis de redes semi-interpenetradas de poli(acrilamida)/poli(dcido-y- glutamico)

Los hidrogeles de semi-IPNs basados en PAAm/YPGA se prepararon con
composiciones de 95/5, 90/10, 85/15, 80/20 y 75/25. El proceso de formacion de las redes
semi-interpenetradas se representa mediante el esquema de la Figura 6.5. En este esquema
podemos observar que una vez mezcladas la PAAm y el y-PGA, la adicion del persulfato de
amonio (iniciador) y subsecuentemente el TEMED (catalizador) propician la formacion de la
red de PAAm en presencia de las cadenas lineales del y-PGA. Se obtuvo la red de PAAm con
las cadenas de y-PGA interpenetradas dentro de la misma, lo que di6 lugar a  fon

los hidrogeles de redes semi-interpenetradas basadas en PAAm/y-PGA.

Figura 6.5. Proceso de sintesis de las redes semi-interpenetradas basadas en PAAm/y-PGA.

En general, los hidrogeles sintetizados presentaron transparencia y adquirieron la
forma circular correspondiente al molde que los contenia con un didmetro de 3 cm. En la

Figura 6.6 se presenta una fotografia de los hidrogeles después de las 48 horas
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Figura 6.8. Representacidn de la interaccion del y-PGA con el colorante azul alcian.

Las observaciones obtenidas en la escala macroscépica  fueron posteriormente
confirmadas mediante el analisis por microscopia dptica en los hidrogeles de PAAm/y-PGA.
En la Figura 6.9 se presentan las fotografias de los cortes de los hidrogeles hinchados en agua
analizados en este estudio, donde se pudo observar la formacion de una bicapa; una capa
compuesta de PAAm y y-PGA que se encuentra formando toda la red, la cual presenté un
color azul tenue, y otra capa con color azul remarcado alrededor de los poros, estas
observaciones podrian indicar que el y-PGA se encuentra principalmente en este sitio. Esto lo
podemos explicar con base en el caracter hidrofilico del biopolimero, lo que le permitiria
ubicarse en la superficie del poro para estar en contacto con €l agua y, por otra parte,
interaccionar con la red de la PAAm. En la Figura 6.9 se representa de forma esquematica la

probabilidad de ubicacion del y-PGA dentro de la red semi-interpenetrada.
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del hidrogel de PAAMYPGA-PyMeNH mediante microscopia de flurescencia laser confocal.

Enla Figura 6.11 se muestra la estructura quimica del YPGA-PyMeNH.

‘{NH—CH— CH,— CH,— co}
l n

c=0
|
NH

I
CH,

Figura 6.11. Estructura quimica del YPGA-PyMeNH.

Una vez finalizado el proceso de reaccion y purificacion del yPGA-PyMeNH se
realizaron los estudios de caracterizacion correspondientes. El analisis por espectroscopia
UV-Vis nos reveld la existencia del grupo pireno dentro del y-PGA, ya que se presentaron las
tres bandas de absorcion maxima a 314, 328 y 344 nm, caracteristicas de este grupo'?’
(Figura 6.12). Por otra parte, mediante este estudio se pudo inferir que el grupo pireno se unié
quimicamente al y-PGA como se esperaba, ya que el YPGA-PyMeNH logr6 conservar unido al
grupo pireno, después de ser sometido al proceso de extraccién por Soxhlet. Para estimar la
cantidad de pireno que reaccioné con el y-PGA, se determiné primeramente el contenido de
pireno en la muestra sometida a la extracciéon por soxhlet y después de este proceso se
determiné el contenido de pireno extraido por el solvente, los calculos se realizaron tomando
como base el valor de absorbancia a 344 nm en los espectros UV-Visible. Con estos valores
se determind la concentracion de pireno en mol/1 y finalmente el contenido de pireno en mol/g

o .. . . 1
de y-PGA, utilizando las siguientes ecuaciones respectivamente'?’:

C= 4 (Ecuacién. 6.1) A= L&;—] (Ecuacioén 6.2)
&b m
\%
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en la ecuacion 6.1, A es el valor de absorbancia del pireno a 344 nm, € es el coeficiente de
extincion molar y b la longitud de la celda. En la ecuacién 6.2, [Py] es el contenido de pireno
en mol/g, m/v es la concentracion de la solucion de pireno (mg/ml) utilizada en este analisis.

Con base en lo anterior, se puede decir que el pireno extraido por el solvente se
encontraba atrapado fisicamente en las cadenas de y-PGA. Sin embargo pudimos estimar que
el 91% del grupo pireno presente en y-PGA se encontré unido quimicamente, mientras que
solamente el 9% se encontraba atrapado fisicamente dentro del biopolimero (sin reaccionar).
En la literatura se ha reportado la unién quimica del grupo pireno con poli(xido de etileno)'*
y poli(acido-o-glutamico)'?, en este trabajo se reporta la unién quimica del grupo pireno al
poli(acido-y-glutamico).

En la Figura 6.12 se muestran las absorbancias en espectroscopia UV-Visible
correspondientes a soluciones de distinta concentracion de YPGA-PyMeNH. En esta grafica se
observa un incremento de los valores de absorbancia en UV-Visible con el incremento de la
concentracion de la solucion de YPGA-PyMeNH. El contar con tres concentraciones distintas

de v-PGA modificado permiti6 realizar por triplicado los célculos de la cantidad de PyMeNH,

unida al y-PGA, y de esta manera obtener un resultado representativo.

0.25 -
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Figura 6.12. Espectro de Uv-Vis de soluciones con distinta concentracion de yPGA-

PyMeNH. a) 0.004 mg/ml, b) 0.006 mg/ml, C) 0.008 mg/ml.
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Para la determinacion del contenido del grupo pireno en el y-PGA se utiliz6 el valor de
absorbancia correspondiente a la banda de mayor absorcion a 344 nm, para determinar la
concentracion de pireno en mol/l y contenido de pireno en mol/g de y-PGA, se utilizaron la
ecuaciones 6.1 y 6.2, respectivamente'’.

El contenido de pireno por gramo de y-PGA se utiliz6 para determinar los moles de pireno
presentes en un gramo de y-PGA, y con estos datos encontramos que, por cada 11 grupos
carboxilo presentes en la cadena de y-PGA, existe una molécula de pireno unido.

El analisis por espectroscopia de fluorescencia se realizé con la finalidad de corroborar
la actividad fluorescente del yYPGA-PyMeNH,, donde encontré que al aumentar la
concentracion de la solucion de yYPGA-PyMeNH aument6 también la intensidad de
fluorescencia, (Figura 6.13). El pico de maxima emision de fluorescencia se present6 a
375 nm.

400

c) :

300 ~

200

100 ~
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350 400 45;0 560
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Figura 6.13. Espectro de fluorescencia correspondiente a soluciones con diferente

concentracion de y-PyMeNH. a) 0.004 mg/ml, b) 0.006 mg/ml, c) 0.008 mg/ml.

Los estudios mediante resonancia magnética nuclear de protones también revelaron la
presencia del grupo pireno unido al y-PGA, ya que en el espectro se pueden observar las

sefiales caracteristicas del grupo pireno, aunque éstas no son muy apreciables debido a que
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este grupo en agua suele formar aglomeraciones, lo cual no permite obtener senales

129-131

claras , sin embargo en el espectro es posible apreciar su existencia. En la Figura 6.14(a)

y 6.14(b) se presentan los espectros de RMN-H' correspondientes al y-PGA y YPGA-
PyMeNH, respectivamente. En el espectro correspondiente al y-PGA aparece la sefial del CH a
4.1 ppm, CH; (o) a 2.3 ppm y CH;, (B) a 1.9 ppm; en el espectro del yPGA-PyMeNH; aparece
una sefial adicional a 2.8 ppm atribuida al CH; unido al grupo pireno y una sefial de 7.8 a 8.3
ppm atribuida al grupo pireno. El espectro de RMN-H' correspondiente al yPGA-PyMeNH es
similar al reportado por J. Duhamel y col.'”, quien reporta la presencia de algunos picos de
7.5-8.4 ppm, correspondientes al grupo pireno en agua deuterada. Sin embargo, reportan la
sefial del protén del grupo NH en y-PGA a 4.6 ppm, y en nuestro espectro de la Figura 6.14(a)
aparece a 8.1 ppm, lo que coincide con lo reportado por M. Morillo y col.'. La sefial a

4.9 ppm presente en ambos espectros es atribuida al agua existente en el solvente (D,0).
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Figura 6.14. Espectroscopia de RMN-'H. a) y-PGA, b)yPGA-PyMeNH, en D;0, 300 MHz y
temperatura de 25 °C.

En la Figura 6.15 se presentan los espectros de infrarrojo correspondientes al y-PGA,
YPGA-PyMeNH y PyMeNH,. En los tres espectros se pudo observar la banda del estiramiento
del grupo amida (NH) alrededor de 3400 cm™. En los espectros de la Figura 6.15a y 6.15b
correspondientes al y-PGA y yYPGA-PyMeNH se observd la banda correspondiente al grupo
carbonilo (C=0) alrededor de 1700 cm™, en la Figura 6.15¢ se puede observar la aparicién de
las bandas correspondientes al grupo aromatico alrededor de 1600 y 1400 cm™. éstas no son

apreciables en el espectro de la Figura 6.15b debido a que se traslapan con las sefiales del
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v-PGA. En los espectros correspondientes a PyMeNH; y YPGA-PyMeNH se presenta una
sefial alrededor del 780 nm atribuida al estiramiento del grupo metino del anillo aromatico
monosustituido. Los espectros obtenidos en este estudio presentaron las bandas de absorcion
caracteristicas de ambos componentes, con lo que se pudo confirmar una vez mas la unién del
grupo pireno al y-PGA. La asignacion de las sefiales fue apoyada en tablas de espectroscopia

de infrarrojo reportadas en la bibliografia'™.
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Figura 6.15. Espectros obtenidos mediante FT-IR. a) y-PGA, b) yPGA-PyMeNH,
c) PyMeNHj;. Pastillas de KBr

Una vez marcado el y-PGA con el grupo pireno, este material se utilizd para preparar
hidrogeles de semi-IPNs basadas en PAAm/YPGA-PyMeNH utilizando el procedimiento
descrito en la parte experimental. En la Figura 6.16 se presentan las micrografias de los
hidrogeles de PAAm/yPGA-PyMeNH obtenidas mediante microscopia de fluorescencia laser

confocal. En la micrografia de la Figura 6.16a, es posible observar que el y-PGA se encuentra
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distribuido de manera homogénea dentro de la red semi-interpenetrada. La Figura 6.16b
corresponde a una ampliaciéon de tamafio (seis veces) de la primera micrografia; en ésta se
puede apreciar mejor la distribucién homogénea de y-PGA dentro de la red. Las partes claras
observadas en las micrografias corresponden al y-PGA marcado con el grupo fluorescente
pireno. La longitud de onda de excitacion utilizado en este analisis fue de 458 nm, y en el
espectro de fluorescencia del YPGA-PyMeNH se encontré un méaximo de emision a 375 nm.
Sin embargo, el microscopio de fluorescencia utilizado en este analisis no cuenta con laser de
esta radiacion, por lo que se utilizé la longitud de onda mas cercana posible a la de emision, y
se estuvo variando la intensidad hasta obtener las micrografias. Este tipo de fluor6foros son
capaces de formar agregados de pireno excitado, formando instantdneamente excimeros que
emiten a longitudes de onda mayores, lo cual pudo haber contribuido para obtener la imagen
en las micrografias, a pesar de haber utilizado una longitud de onda de excitaciéon mayor a la
requerida'”*'?7 . Mediante este estudio podemos inferir que el y-PGA se encuentra intercalado
dentro de la red semi-interpenetrada y se encuentra distribuido de manera uniforme, como es
propuesto por M. E. Harmon y col.'”? donde se menciona que el polimero lineal N-alquil-

poli(acrilamida) esta uniformemente distribuido y atrapado dentro de la red.

pra 7oy

Figura 6.16. Micrografias de fluorescencia laser confocal correspondiente a un hidrogel de

PAAm/YPGA-PyMeNH (90/10). Objetivo 20x
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Las observaciones llevadas a cabo en este analisis concuerdan con las realizadas en el
estudio por microscopia 6ptica por lo que se puede inferir la intercalacién del y-PGA dentro de

la red semi-interpenctrada.

6.5 Caracterizacion de la morfologia mediante Microscopia Electronica de Barrido

En la Figura 6.17 se muestran las micrografias correspondientes a los hidrogeles de
PAAm y semi-IPNs de PAAmM/y-PGA, claborados con y-PGA de masa molecular igual a
83200 g/mol; donde se observd mayor porosidad en los hidrogeles de semi-IPNs en
comparacion al hidrogel de PAAm; ademas se observo que al aumentar el contenido de
y-PGA dentro de la semi-IPN se incrementé también la porosidad. El incremento en la
porosidad puede ser explicado mediante el esquema propuesto en la Figura 6.18 donde la
intercalacion del polimero lineal dentro de la red de PAAm provoca la division de los poros en
la red y, por consiguiente, se aumenta la cantidad de los mismos, pero con menor tamaiio.
Ademas, este comportamiento es mas evidente al aumentar el contenido de y-PGA dentro de
las semi-IPNs, ya que al existir una mayor cantidad de cadenas lineales que se van a intercalar
entre las cadenas de PAAm, se favorece la division de los poros de la red de PAAm y aumenta
la porosidad y, por lo tanto, disminuye el tamafio de los poros.

De lo anterior se deduce que el aumento en el contenido de y-PGA provoca un aumento
en la porosidad del material, y por lo tanto, una disminucién del tamafio de poro. Con base en
estos resultados podemos inferir que el y-PGA actia dentro de la red semi-interpenetrada
como un porégeno, coincidiendo en parte con lo propuesto por M. E. Harmon y col.'”, donde
se menciona que en un sistema de redes semi-interpenetradas el polimero lineal puede
funcionar como un pordgeno durante las formacion del hidrogel, y después es extraido del
hidrogel durante las cinéticas de hinchamiento. Por otra parte mencionan que el polimero
lineal pudiera simplemente estar distribuido de manera uniforme dentro de la red. En nuestro
trabajo hemos encontrado primeramente que el y-PGA actia como un pordgeno, sin embargo
éste no es extraido de la red, durante el proceso de lavado en agua desionizada, ya que
mediante los estudios por microscopia optica y microscopia de fluorescencia laser confocal

encontramos que el y-PGA permanece dentro de la red .
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Figura 5.18. Representacion del incremento de la porosidad en las redes semi-interpenetradas

respecto al aumento del contenido de y-PGA.

Se determind el tamafio promedio de poro con la finalidad de obtener datos mas claros
con base al aumento en la porosidad y asi mismo de la disminucion del tamafio de poro. En la
Figura 6.19 se muestran los valores de los tamafios de poro con su respectiva desviacion
estandar en funcién del contenido de y-PGA en los hidrogeles de las semi-IPNs. El tamafio
promedio de poro para PAAm fue de 49 um; mientras que para el hidrogel de PAAm/y-PGA
(75/25) el tamafio de poro correspondid a 7.3 um, lo cual indica que en las semi-IPNs se logro
reducir hasta alrededor de 75 % el tamafio de poro, en comparacién al gel de PAAm. Para los
hidrogeles con proporciéon de PAAm/y-PGA correspondiente a 95/5, 90/10, 85/15 y 80/20 se
obtuvieron tamaiios de poro de 37 um, 22 pm, 15 uym y 11.8 um, respectivamente, que son
valores intermedios entre el mayor contenido de y-PGA y la ausencia de éste en los hidrogeles.

Por otra parte pudimos observar que, conforme se aumentd el contenido de polimero
lineal, la disminucién del tamafio de poro fue menos apreciable. La explicacion a esta
observacion podria realizarse considerando que en una red con un tamaiio de poro grande el
polimero lineal puede intercalarse dentro de la red y dividir los poros con lo que se disminuye

el tamafio de poro de manera bastante apreciable sin embargo en una red con tamafio de poro
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mas pequefio al aumentar la cantidad de polimero lineal intercalado dentro de esta red la
disminucion del tamaiio de poro es menos apreciable. Por otra parte los hidrogeles con poros
de menor tamaiio presentaron mayor homogeneidad en el tamaiio de poro lo que se reflejo en
un valor de desviacion estandar pequefio.

Por otra parte, M. E. Harmon y col.'*

reportaron un sistema de semi-IPNs de poli(N-
isopropilacrilamida) y poli(N-alquil-acrilamida), donde proponen que a baja concentracién del
polimero lineal se forman poros aislados y al aumentar la concentracion de este polimero se
presenta la interconexion de los poros. Con base a esto, se podria dar una segunda explicacién
de la uniformidad del tamafio de poro en semi-IPNs con mayor contenido de polimero lineal,
ya que al tener bajo contenido de polimero lineal, pudieron haberse formando poros aislados y
conforme se increment6 el contenido de este polimero, los poros se fueron interconectando, y

esto pudo reflejarse en la disminucién en el tamafio de poro, con tendencia hacia valores

semejantes.
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Figura 6.19. Tamafio de poro promedio en hidrogeles de PAAmM/y-PGA con distinta

composicién molar.

Para determinar el efecto de la masa molecular del y-PGA sobre el tamafio promedio
de poro se prepararon hidrogeles utilizando y-PGA de mayor masa molecular (155800 g/mol).

En la Figura 6.20 se muestran las micrografias correspondientes a los hidrogeles elaborados
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con y-PGA de masa molecular de 155800 g/mol, donde se observé un aumento en la porosidad
del material al aumentar su contenido de polimero lineal, asi como disminucién en el tamafio
de poro. Este comportamiento es similar al discutido en el analisis anterior donde se utilizd
y-PGA con masa molecular de 83,200 g/mol.

De los resultados anteriores podemos inferir el y-PGA actiia como pordgeno dentro de
las redes semi-interpenetradas elaboradas con ambas masas moleculares de y-PGA, por lo
tanto la funcién como porégeno del y-PGA es independiente de la masa molecular, al menos

en el intervalo de valores de masa molecular estudiado.

88






Resultados y discusion

Los hidrogeles de PAAm/y-PGA 95/5, 90/10, 85/15, 80/20 y 75/25 presentaron
tamafo de poro correspondiente a 48.1 pum, 36.1 pm, 24.2 pm, 20.6 pm y 4.26 pm,
respectivamente. Estos valores se presentan en la Figura 6.21. En este estudio encontramos
que estos hidrogeles presentaron en general un tamaiio de poro mayor al encontrado en los
hidrogeles elaborados con y-PGA de masa molecular igual a 83200 g/mol, este
comportamiento podria atnbuirse al hecho de contar con cadenas mas largas, las cuales
pueden contener algunas zonas enrolladas por lo cual se reduce la divisién de los poros de la
red primaria, de manera similar a como es reportado por M. E. Harmon y col'” donde se
menciona la formacién de aglomerados de mayor tamaifio al aumentar la masa molecular del
polimero lineal en un sistema de redes semi-interpenetradas basadas en
poli(N-isopropilacrilamida) como polimero entrecruzado y poli(acrilamida) como polimero
lineal. En cambio el hidrogel con mayor contenido de y-PGA presentd un tamafio de poro
similar al encontrado en el estudio anterior, por lo que en este caso €l incremento de la masa

molecular del polimero lineal no afectd el tamaiio de poro de la semi-IPN.
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Figura 6.21. Tamafio de poro promedio en hidrogeles de semi-IPNs de PAAm/y-PGA con

distinta composicion molar. Utilizando y-PGA con masa molecular de 155800g/mol.
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Finalmente tomando en cuenta que el tamafio promedio de poro para PAAm
correspondié a 49 pm, mientras que para el de hidrogel PAAm/y-PGA (75/25) el tamafio de
poro correspondié a 4.3 pm, podemos asumir que en estos sistemas de redes semi-

interpenetradas se logré reducir hasta un 91 % el tamafio de poro en comparacién al gel de
PAAm.

6.6 Interaccion entre los polimeros constituyentes de las redes semi-interpenetradas

El espectro de infrarrojo correspondiente a los hidrogeles elaborados con y-PGA de
masa molecular igual a 83200 g/mol presente en la Figura 6.22, mostrd la banda asignada al
estiramiento NH en el gel de PAAm a 3433 cm’'. tedricamente esta banda debe aparecer mas
estrecha en comparacion a la observada en nuestro analisis; sin embargo en la bibliografia
puede observarse como esta forma de banda es caracteristica del estiramiento NH de algunos
polimeros como PAAm®. Esta banda de absorcién presenta un desplazamiento hacia menores
numeros de onda en las redes semi-interpenetradas de PAAm/y-PGA, dicho desplazamiento
se incrementd con el aumento en el contenido de y-PGA; este comportamiento fue mas
apreciable en los hidrogeles con proporciéon PAAm/y-PGA correspondiente a 80/20 y 75/25,
donde se observé un desplazamiento de 11 cm™, con respecto a la banda de PAAm. ‘Estos
deplazamientos pueden ser atribuidos a la formacion de complejos interpolimero entre PAAm
y Y-PGA; por otra parte, la presencia de los grupos funcionales amino y carboxilo en PAAm
y Y-PGA, apoyan la hipdtesis de una posible interaccion por puentes de hidrogeno.

Con base en la existencia de los grupos amino y carboxilo presentes en PAAm y y-PGA
respectivamente, se puede proponer la posible interaccidn a través de la formacion de puentes
de hidrogeno, como se muestra en la Figura 6.23. Este tipo de interaccion es reportado por T.

Aoki y col.” en un sistema de redes interpenetradas basadas en PAAm y PAAc.
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Figura 6.22. FT-IR donde se muestra la banda correspondiente al estiramiento del grupo amida
en redes semi-interpenetradas con diferente proporcion PAAm/y-PGA, a)PAAm, b)95/5,
€)90/10, d)85/15, €)80/20, £)75/25. Elaboradas con y-PGA de 83200 g/mol. Pastillas de KBr.
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Figura 6.23. Representacion de la interaccion por puente de hidrégeno entre PAAm y y-PGA.

La Figura 6.24 muestra los espectros FT-IR de los hidrogeles elaborados con y-PGA de
masa molecular 155800 g/mol. En esta figura se puede observar un desplazamiento hacia
menor numero de onda, en la banda atribuida al estiramiento NH en PAAm presente a
3433 cm™. En la cual se puede apreciar un mayor desplazamiento en los hidrogeles que
contienen mayor contenido de y-PGA, obteniéndose un desplazamiento méaximo de 33 cm’,
con lo cual se puede inferir, al igual que en las muestras anteriores, la posible existencia de
interaccién entre ambos polimeros, como se muestra en la Figura 6.23. Ademas este
desplazamiento es mayor que el obtenido en el caso anterior donde se trabajé con y-PGA de
menor masa molecular, esto se puede atribuir a que posiblemente el y-PGA con masa
molecular mas grande se acomoda dentro de la red de PAAm de tal manera que se favorece el
contacto entre sus respectivos grupos funcionales y con ello se da lugar a un mayor numero de
sitios de interaccion entre ambos polimeros, por lo que los desplazamientos en el espectro de

infrarrojo son mas apreciables.
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Figura 6.24. FT- IR de la banda correspondiente al estiramiento del grupo amida en redes
semi-interpenetradas con diferente proporcion PAAm/y-PGA, a)PAAm, b)95/5, ¢)90/10,
d)85/15, €)80/20, £)75/25. Elaboradas con y-PGA de 155800 g/mol. Pastillas de KBr.
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En estos espectros, no fue posible observar desplazamientos en las sefiales
correspondientes al resto de los grupos funcionales debido a que PAAm y y-PGA contienen
los mismos grupos funcionales, y las sefiales se traslapan. Por lo tanto no fue posible observar
deplazamientos en las bandas de la PAAm obtenidas a 1120 y 1657 cm™ correspondientes al

estiramiento del grupo amida y grupo C-O, respectivamente.

6.7 Analisis térmico mecanico

En los termogramas obtenidos en este estudio, presentes en la Figura 6.25, se puede
observar que los hidrogeles con proporcion PAAm/y-PGA de 80/20, y 75/25 inician su
pérdida de agua a menor temperatura, ésto se pone de manifiesto mediante un cambio en
dimension bastante apreciable alrededor de 60 y 100 °C, por lo que se encontré que estos
hidrogeles al ser sometidos al proceso de calentamiento con aplicacion de carga constante
pierden el agua mas ripidamente y en mayor cantidad en comparacion a los hidrogeles con
menor contenido de y-PGA. Con estas observaciones podemos inferir que estas muestras
absorben mayor cantidad de agua, estos datos se presentan y discuten mas ampliamente en la
seccion de cinéticas de hinchamiento en agua. En general, en los termogramas analizados se
inicia el cambio de dimensién a 60 °C y se estabiliza aproximadamente a 120 °C.

Por otra parte se encontr6 que el hidrogel de PAAm presenta mayor cambio de
dimension al aplicar temperatura y carga constante, en comparacion a los hidrogeles con
PAAm y y-PGA, sin embargo los hidrogeles con menor contenido de y-PGA correspondientes:
a las proporciones PAAm/y-PGA 95/5, 90/10 y 85/15 presentaron un cambio en dimensién
similar al de PAAm. Los hidrogeles con mayor contenido de y-PGA correspondientes a 80/20
y 75/25 presentaron un cambio menor de dimension. Tomando en consideracién que los
hidrogeles con menor contenido de y-PGA absorben menor cantidad de agua, se esperaria un
cambio en dimensién menor en estos hidrogeles; sin embargo se obtuvo un comportamiento
contrario al esperado; este comportamiento fue atribuido a la ruptura de la muestra durante el
analisis, esto se pudo apreciar al finalizar la prueba y de esta manera se registré un cambio en
dimension mayor. Esta ruptura puede deberse a la rigidez y fragilidad del hidrogel de PAAm.

Por lo que se puede proponer, que al introducir a la red de PAAm un polimero lineal, éste le
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confiere p ede flexibilidad, debido a la intercalacion de éste dentro de la red, por lo que
al ser sometidos a este analisis, estos hidrogeles no se rompen sino que al finalizar la prueba se
observa la formacion de una pelicula sobre el portamuestra, y de esta manera se registra un

cambio en dimension menor.
Tomando en consideracion que los geles de PAAm y de las semi-IPNs con menor
contenido de y-PGA se rompen durante el proceso de analisis, el cambio en dimension en estas

muestras no representa la pérdida de agua.
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Figura 6.25. Termogramas obtenidos por TMA para los hidrogeles de PAAm/y-PGA.
a) PAAm, b)95/5, c) 90/10, d) 85/15, ¢)80/20, £)75/25. Hidrogeles con y-PGA de 83200 g/mol.

6.8 Resistencia a la compresioén en ruptura

En la evaluacion de las propiedades de resistencia a la compresion el hidrogel de PAAm

present6 un valor de resistencia a la carga maxima correspondiente a 60 N, como se muestra
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en la Tabla 6.2. Los valores de resistencia en las redes semi-interpenetradas fueron menores,
en comparacion al obtenido en PAAm, a excepcion del hidrogel con menor contenido de
v-PGA el cual presenté mayor resistencia a la carga, en este caso se puede observar como la
adicién de una pequefia cantidad del polimero lineal aumentd la resistencia mecanica del gel
de PAAm. Los hidrogeles con proporcion PAAm/y-PGA de 80/20 presentaron una resistencia
a la carga maxima correspondiente 10.6 y 8.5 N en hidrogeles con y-PGA de masa molecular
correspondiente a 83200 y 155800 g/mol, respectivamente. Con estos resultados podemos
sugerir que el polimero lineal (y-PGA) le confiere al gel rigido y denso de PAAm cierta
flexibilidad y se requiere de menor carga para su deformacion. Ademas se observd que los
hidrogeles elaborados con y-PGA de masa molecular igual a 155800 g/mol presentaron
ligeramente menor resistencia a la carga aplicada, en comparacion a los hidrogeles con y-PGA
de 83200 g/mol, este comportamiento podemos atribuirlo a la formacién de aglomerados de
mayor tamafio debido a la mayor longitud de la cadena polimérica, con lo que se obtiene un
gel menos resistente a la carga aplicada. M.E. Harmon y col.'® reportaron la existencia de las
zonas de aglomeracidn atribuidas al incremento de la masa molecular del polimero lineal en

sistemas de semi-JPNs.

Tabla 6.2. Resistencia a la compresion correspondientes a los hidrogeles elaborados con

ambas masas moleculares del polimero lineal.

» Composicién Carga Maxima (N)
PAAm/y-PGA | y-PGA 83200 g/mol | y-PGA 155800 g/mol
PAAm 60.4 1.5 60.4+ 1.5
95/5 82.1+8.7 76.7+ 2.2
90/10 53.4+4.7 40.9 + 0.6
85/15 27.6+42 28.0+ 0.7
80/20 10.6 +2.7 8.5+0.9
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Los valores de deformacion a la carga maxima en estos hidrogeles se presentan en la Tabla
6.3. El hidrogel de PAAm presenté una deformacion correspondiente a 22.4 %, este valor es
menor al encontrado en las redes semi-interpenetradas donde se obtuvo una deformacién de
hasta 75.9 y 80.6 % correspondientes a hidrogeles con y-PGA de menor y mayor masa
molecular, respectivamente. Mediante estos resultados podemos observar un incremento en la
elasticidad del hidrogel, el cual es proporcional a la cantidad de y-PGA presente en la red
semi-interpenetrada. El hidrogel con proporcién PAAm/y-PGA igual a 90/10 no cumplié con
este comportamiento ya que presenté una capacidad de deformacién menor a la esperada, la
cual podria ser atribuido a la existencia de cierta separacion de fases, 1o que reduce de alguna
manera la elasticidad del material; para tener datos mas claros sobre esta hipotesis, se propone
como trabajo futuro, el estudio sobre la capacidad de deformacion en hidrogeles de PAAm/
7-PGA en un intervalo de composicion de 95/5 y 90/10. Los hidrogeles con polimero lineal de
mayor masa molecular presentaron una capacidad de deformacién ligeramente mayor en
comparaciéon a los hidrogeles elaborados con y-PGA de menor masa molecular, este
comportamiento puede ser atribuido a la formacién de aglomerados de mayor tamaifio del
polimero lineal que funcionan como zonas de amortiguacion dentro del hidrogel y favorecen
de esta manera la flexibilidad del material, por lo que la fuerza aplicada provoca una mayor
deformaciéon del hidrogel. Como se menciond anteriormente, M. E. Harmon y col. 109

reportaron un aumento del tamafio de los aglomerados con respecto al incremento de la masa

molecular del polimero lineal en semi-IPNs.
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Tabla 6.3. Porcentaje de deformacién a la carga maxima, correspondientes a los hidrogeles

elaborados con ambas masas moleculares del polimero lineal.

Composicion Deformacion a la carga méaxima (%)
PAAmM/y-PGA | y-PGA 83200 g/mol | y-PGA 155800 g/mol
PAAm 224+03 224+0.3
95/5 212+1.1 241+1.9
90/10 12.5+0.9 149+1.0
85/15 67.2+0.9 774+ 5.5
80/20 75.9+3.0 80.6 £0.5

6.9 Propiedades de Hinchamiento

6.9.1 Cinéticas de hinchamiento en agua a diferentes temperaturas

En general, se presentan los resultados obtenidos en el estudio de las
propiedades de hinchamiento en agua desionizada a temperatura constante de 25 y 37 °C, con
variacion en la proporcidon PAAm/y-PGA, en hidrogeles elaborados con y-PGA de masa
molecular de 83200 y 155800 g/mol.

¢ Hidrogeles con masa molecular correspondiente a 83200 g/mol
La cinética de hinchamiento en agua a 25 °C, en hidrogeles con y-PGA de 83200
g/mol se aprecia en la Figura 6.26. La razén de hinchamiento se incremento conforme
transcurrié el tiempo hasta llegar al equilibrio, donde el peso del hidrogel hinchado se
mantuvo constante. Mientras el hidrogel de PAAm present6 una razén de hinchamiento en el

equilibrio de 5.8, el hidrogel con mayor contenido de y-PGA (75/25) presentd un valor de
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23.5, en este caso el y-PGA increment6 4 veces la capacidad de hinchamiento en comparacién
a los geles de PAAm. Los hidrogeles de PAAm y PAAm/y-PGA (95/5) fueron los primeros
en alcanzar el equilibrio en su hinchamiento en alrededor de 5 h, lo cual es atribuido a su
menor capacidad de absorcion de agua, en cambio el resto de las muestras alcanzé su
equilibrio en alrededor de 10 h, debido a que poseen mayor capacidad de hinchamiento. Sin
embargo en todas las muestras analizadas se encontr6 que a las 5 h de hinchamiento de obtiene
un valor maximo de razon de hinchamiento, y este valor cambia ligeramente con el tiempo de
hinchamiento hasta llegar a un valor constante, es decir hasta alcanzar el equilibrio. Ademas,
se observo un incremento en la razén de hinchamiento de las muestras respecto al incremento
de la cantidad de y-PGA utilizada en la elaboracién de las mismas. Los hidrogeles de PAAm y
redes semi-interpenetradas con mas bajo contenido de y-PGA mostraron valores de razén de
hinchamiento semejantes, por lo que la cantidad empleada en la elaboracién de este Gltimo no
fue suficiente para mejorar la capacidad de hinchamiento de la PAAm. Los hidrogeles con
v-PGA presentaron un incremento marcado en la razén de hinchamiento, por lo que se deduce
que el y-PGA presenta mayor afinidad por el agua en comparacién a la PAAm, ésto puede
atribuirse a la presencia de grupos carboxilo libres (sin reaccionar) en la cadena del y-PGA,;
ademas, los hidrogeles con y-PGA presentaron mayor porosidad lo que favorece también la

capacidad de hinchamiento.
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Figura 6.26. Razén de hinchamiento en agua a 25 °C, en hidrogeles de PAAm/y-PGA.
a)PAAm, b) 95/5, c) 90/10, d) 85/15, e) 80/20, £)75/25. Utilizando y-PGA de 83200 g/mol

Los valores de razén de hinchamiento obtenidos en la cinética a 37 °C se presentan en
la grafica de la Figura 6.27. Los hidrogeles presentaron un incremento en la razon de
hinchamiento con el transcurso del tiempo y con el incremento del contenido de y-PGA, al
igual que en la cinética realizada a 25 °C. En general estos valores fueron mayores a los
obtenidos en el hinchamiento a 25 °C. Mientras que el hidrogel de PAAm presenté un valor
de razéon de hinchamiento en el equilibrio correspondiente a 5.9, el hidrogel con mayor
contenido de y-PGA (75/25) presenté un valor de 33.3, por lo tanto la adicion del y-PGA
dentro de la red de PAAm favorecié hasta 6 veces la capacidad de hinchamiento en agua de
esta ultima. Al igual que en el estudio realizado a 25 °C el equilibrio en el hinchamiento fue

alcanzado en un tiempo maximo de alrededor de 10 h.
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Figura 6.27. Razon de hinchamiento en agua a 37 °C, correspondiente a hidrogeles de
PAAm/y-PGA. a) PAAm, b) 95/5, ¢) 90/10, d) 85/15, e) 80/20, f) 75/25. Utilizando y-PGA de
83200 g/mol.

Como se puede apreciar en la Figura 6.28, los hidrogeles de composicion constante
hinchados a 25 y 37 °C, mostraron un incremento en los valores de razon de hinchamiento al
aumentar la temperatura, este comportamiento fue poco apreciable en hidrogeles con
proporcion PAAm/y-PGA de 95/5. En cambio los hidrogeles con composicion 90/10 y 80/20
presentaron un incremento en el valor de razon de hinchamiento en el equilibrio
correspondiente a 0.6 y 3.9 respectivamente, al variar la temperatura de 25 a 37 °C. Con estos
resultados encontramos que el incremento en la razéon de hinchamiento con temperatura
variable es mas facilmente apreciable al aumentar la cantidad de y-PGA en el hidrogel. Los
hidrogeles con composicion PAAm/y-PGA de 85/15 y 75/25, mostraron un aumento en el
valor de razon de hinchamiento en el equilibrio igual a 3.5 y 9.8, respectivamente, al pasar de

25 a 37 °C, como puede observarse en la Figura 6.28.

102



Resultados y discusion

Los valores de razén de hinchamiento en el equilibrio encontrados en la prueba a
25 °C presentaron una desviacién estindar promedio de 0.3, mientras que para el

hinchamiento a 37°C se obtuvo una desviacion estandar promedio de 1.4.
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Figura 6.28. Razén de hinchamiento en el equilibrio en hidrogeles con distinto contenido

molar de y-PGA. a) T=25°C, b) T=37°C. Hidrogeles elaborados con y-PGA de 83200 g/mol.

El incremento en los valores de razén de hinchamiento presentado con el aumento de la
temperatura puede ser atribuido a la disociaciéon de puentes de hidrégeno intermoleculares
existentes entre ambos polimeros y en PAAm, lo cual permite la separacion de las cadenas
poliméricas facilitando de esta manera la difusion del agua al interior de la red polimérica, con
lo que se favorece el hinchamiento del material. Ademas mediante disociacion de las
interacciones por puente de hidrégeno se produce un mayor nimero de sitios libres que
interaccionan con el agua, lo que favorece también el hinchamiento de la red polimérica. Este
efecto se representa mediante el esquema de la Figura 6.29. T. Aoki y col.? reportaron un
esquema similar en IPNs basadas en poli(N,N, dimetilacrilamida) con poli(acido acrilico) y
poli(acrilamida) con poli(acido acrilico), donde se explica el incremento de la capacidad de

hinchamiento basado en la disociacion de puentes de hidrégeno.
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Se encontrd que al aumentar el contenido de y-PGA en el material se obtiene un mayor
incremento en la razén de hinchamiento al aumentar la temperatura. Este resultado puede ser
explicado con base en la hipétesis de formacién y disociacion por puentes de hidrégenos; de
esta manera se sugiere que en los hidrogeles con mayor contenido de y-PGA existen un mayor
nimero de interacciones entre ambos polimeros, por lo que al aumentar la temperatura existe
una mayor disociacién de interacciones, por lo que se obtiene un mayor incremento en los
valores de razén de hinchamiento; Por otra parte, este comportamiento puede también ser
atribuido a la gran capacidad de absorcién de agua del y-PGA, la cual se determiné en el
estudio anterior donde se mantuvo constante la temperatura y se varid unicamente la
proporcién PAAm/y-PGA. Asi como al incremento en 1la porosidad de los hidrogeles obtenido
con el aumento del contenido de y-PGA dentro de las semi-IPNs lo que también favorece la

capacidad de hinchamiento.
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Figura 6.29. Modelo propuesto basado en el efecto del aumento de la temperatura sobre los

puentes de hidrégeno formados en los hidrogeles de semi-IPNs.

En la Tabla 6.4 se presentan los valores de razén de hinchamiento obtenidos en el

estudio del reuso de los hidrogeles en las cinéticas de hinchamiento a 25 y 37 °C. Los
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hidrogeles al ser sometidos a un primer y segundo hinchamiento en ambas temperaturas
presentaron una desviacioén estandar en sus valores de razén de hinchamiento correspondiente
a05y0.9,a25y37 °C, respectivamente. Con base en los valores de desviacion estandar
obtenidos podemos deducir que estos hidrogeles pueden ser reutilizados en el hinchamiento en

agua a 25 y 37 °C sin afectar de manera considerable su capacidad de hinchamiento.

Tabla 6.4. Valores de la razén de hinchamiento obtenidos en el estudio del reuso de los

hidrogeles en la cinética de hinchamiento con temperatura variable. En hidrogeles con y-PGA

de masa molecular 83200 g/mol

Razon de hinchamiento (8) | Razén de hinchamiento (3)
Composicion 25°C 37°C
PAAm/YPGA Primera Segunda Primera Segunda
prueba prueba prueba ~_prueba
PAAmM 5.8 5.7 5.9 6.4
90/10 11.8 11.7 12.6 14
85/15 19.2 21.9 21.7 23
80/20 22.6 23.6 30.7 34.5

En la Figura 6.30 se muestran los valores del porcentaje de contenido de agua en el
equilibrio (% EWC) obtenidos mediante las cinéticas de hinchamiento y el analisis
termogravimétrico. En esta comparacién se encontré que los valores obtenidos en la
determinacién del % EWC a 25°C fueron semejantes al contenido de agua determinado

mediante analisis termogravimétrico en los hidrogeles hinchados a 25°C.
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Figura 6.30. Contenido de agua en el equilibrio en hidrogeles a 25 °C con distinto contenido
molar de y-PGA, determinada mediante: a) Cinéticas de hinchamiento y b)Analisis
termogravimétrico. Hidrogeles elaborados con y-PGA de 83200 g/mol.

e Hidrogeles con masa molecular correspondiente a 155800 g/mol

Los hidrogeles elaborados con y-PGA de masa molecular de 155800 g/mol
presentaron valores de razén de hinchamiento en el equilibrio a 25 °C semejantes a los
obtenidos en el caso anterior donde se utilizé y-PGA de menor tamaifio molecular, a excepcion
del hidrogel con mayor contenido de y-PGA (75/25) el cual present6 un valor de razén de
hinchamiento mayor, como se puede apreciar en la Figura 6.31. Al igual que en los estudios
anteriores se pudo observar un incremento en la capacidad de hinchamiento al transcurrir el
tiempo de contacto con el agua, asi mismo, al aumentar el contenido de y-PGA presente en el
hidrogel. Mientras que el hidrogel de PAAm present6 un valor de razén de hinchamiento en el
equilibrio igual a 5.8, el hidrogel con mayor contenido de y-PGA present6 un valor de 34.5,
por lo que la adicion del y-PGA dentro de la red de PAAm mejoré su capacidad de
hinchamiento alrededor de 6 veces. Se observé un alto valor de razén de hinchamiento
alrededor de las 5 h, este valor de razéon de hinchamiento continud incrementandose

ligeramente hasta alcanzar el equilibrio de hinchamiento, el cual se alcanzd alrededor de las
10 h.
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Figura 6.31. Razén de hinchamiento en agua a 25 °C, en hidrogeles de PAAm/y-PGA.
a)PAAm, b) 95/5, ¢) 90/10, d) 85/15, ) 80/20, £)75/25. Utilizando y-PGA de 155800 g/mol

La cinética de hinchamiento a 37 °C presenté un comportamiento similar a los casos
anteriores, como se puede observar en la Figura 6.32. En esta figura se puede apreciar que el
hidrogel de PAAm/y-PGA (75/25) present6 un valor de razon de hinchamiento en el equilibrio
de 44.7, por lo que en esta prueba podemos decir que el y-PGA dentro de la red de PAAm
mejoro hasta alrededor de 8 veces la capacidad de absorcion de agua del hidrogel de PAAm.
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Figura 6.32. Razdén de hinchamiento en agua a 37 °C, correspondiente a hidrogeles de
PAAm/y-PGA. a) PAAm, b) 95/5, c¢) 90/10, d) 85/15, e) 80/20, f) 75/25. Utilizando y-PGA de

masa molecular 155800 g/mol.

Los valores de razén de hinchamiento son mayores a los obtenidos en la prueba
anterior donde se utilizé una temperatura de 25 °C. Por otra parte, estos valores son similares
a los obtenidos en la misma prueba pero en hidrogeles con masa molecular de 83200 g/mol, a
excepcion del hidrogel con composicion PAAm/y-PGA 75/25, el cual present6 mayor
capacidad de hinchamiento. Con base en estos resultados podemos inferir que el incremento
en la masa molecular del y-PGA en hidrogeles con composicién 75/25 mejor6 la capacidad de
hinchamiento en agua de los hidrogeles de PAAm/y-PGA.

Los valores de razén de hinchamiento se incrementaron al pasar de 25 a 37 °C en el
hidrogel con proporcion PAAm/y-PGA constante, como se muestra en la Figura 6.33, donde
se presentan los valores de la razén de hinchamiento en el equilibrio en ambas temperaturas.
Los hidrogeles de PAAm/y-PGA (95/5) no presentaron cambio apreciable en su hinchamiento
al incrementar la temperatura. En cambio, los hidrogeles de PAAm/y-PGA en proporcion
90/10, 85/15, 80/20 y 75/25 presentaron un incremento de 0.8, 5, 5.1 y 10.2, respectivamente
al incrementar su temperatura de 25 a 37 °C. Como ya se mencion6 en el estudio realizado con

y-PGA de masa molecular de 83200 g/mol, este incremento en la capacidad de hinchamiento a
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mayor temperatura es podria ser atribuido a la disociaciéon de puentes de hidrégeno formados

de manera intercadena entre PAAm y y-PGA asi como intracadena en PAAm.
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Figura 6.33. Razén de hinchamiento en el equilibrio en hidrogeles con distinto contenido

molar de y-PGA. a) T=25°C, b) T=37°C

Los valores de razén de hinchamiento en el equilibrio encontrados en las cinéticas de
hinchamiento a 25 °C presentaron una desviacién estandar promedio de 1.0, mientras que
para el hinchamiento a 37°C se obtuvo una desviacion estandar promedio de 1.7.

En la Tabla 6.5 se muestran los valores de razén de hinchamiento en el equilibrio
presentados por los hidrogeles con y-PGA de 155800 g/mol al ser sometidos a un primer y
segundo hinchamiento en agua a 25 y 37 °C. Estos valores presentaron una desviacion
estandar correspondiente a 0.7 en ambas temperaturas. Con base en los valores obtenidos de
desviacion estandar podemos sugerir que estos hidrogeles pueden ser reutilizados en el
hinchamiento en agua a 25 y 37 °C sin afectar de manera considerable su capacidad de

hinchamiento.
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Tabla 6.5. Valores de la razon de hinchamiento obtenidos en el estudio del reuso de los
hidrogeles en la cinética de hinchamiento con temperatura variable. En hidrogeles con y-PGA

de masa molecular 155800 g/mol

Razo6n de hinchamiento (8) | Razén de hinchamiento ()
Composicién 25°C 37 °C
PAAMYPGA | Primera Segunda Primera Segunda
prueba prueba prueba prueba
PAAm 5.8 5.7 5.9 6.4
95/5 6.0 6.2 6.2 6.2
90/10 12.3 12.9 14 11.8
85/15 16.3 17.5 20.2 17.5
80/20 23.2 243 25.8 245
75/25 38.5 41.9 38.6 39.7

Como puede ser observado en 1la Figura 6.34 el porcentaje de contenido de agua en el
equilibrio obtenido en la cinética de hinchamiento a 25 °C fue similar al obtenido mediante el

analisis termogravimétrico de los hidrogeles hinchados a 25 °C.
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Figura 6.34. Contenido de agua en el equilibrio en hidrogeles a 25 °C con distinto contenido
molar de vy-PGA, determinada mediante: a) Cinética de hinchamiento, b)Analisis

termogravimétrico. Hidrogeles elaborados con y-PGA de 155800 g/mol.
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6.9.2 Cinéticas de hinchamiento en soluciones buffer a diferente pH

Para la realizacion de estas pruebas se seleccionaron tres composiciones
representativas de PAAm/y-PGA correspondientes a 95/5, 85/15 y 75/25. Este estudio se
realiz6 con la finalidad de conocer la sensibilidad de los hidrogeles ante los cambios de pH.

El efecto del cambio de pH sobre los valores de razén de hinchamiento de las semi-

IPNs puede ser explicado con base en el valor de pKa del y-PGA (4-4.8)'%

, Ya que en los
geles que contienen grupos ionizables como acidos carboxilicos, la ionizacion ocurre cuando
el pH del medio esta por encima del pKa del grupo ionizable, lo que favorece las repulsiones

electrostaticas y con ello incrementa el hinchamiento del hidrogel®?

. En cambio a pH por
debajo del pKa se presenta un hinchamiento mucho menor como es reportado por L. F.
Gudeman y col.”*® en sistemas de redes interpenetradas de poli(vinil alcohol) y poli(acido
acrilico).

Los cambios en las propiedades de hinchamiento esperados en este estudio se atribuyen
a la presencia del grupo carboxilo libre en la cadena de y-PGA, éste al encontrarse en un
medio acido, por debajo de su valor de pKa, se encuentra en su forma -COOH por lo que no
existen repulsiones iénicas y no se estimula el hinchamiento del material, sin embargo a pH
mas alcalinos, arriba del valor del pKa, estos grupos se encuentran como aniones -COO™ y se
repelen entre ellos provocando la separacién de las cadenas poliméricas y contribuyendo de
esta manera al hinchamiento del material. M. Kunioka y col. '' reportaron un estudio similar
basado en hidrogeles de y-PGA y €-lisina, los cuales fueron sometidos a soluciones buffer con
pHs en un rango de >4 y <6, en este sistema existen grupos amino y carboxilo libres, por lo
que a pH maés acido predominaron los grupos NH;' y a pH mas baésico los grupos -COO,
obteniéndose en ambos casos un mayor grado de hinchamiento debido a la repulsion
electrostatica, en comparacion a pHs intermedios donde la existencia de ambos grupos i6nicos
provoca la atraccion entre las cadenas predominando el estado de compresion en el hidrogel.
Este ultimo comportamiento no podra ser apreciado en nuestro sistema debido a que sélo
existen grupos carboxilo libres por lo que so6lo se observa el incremento de hinchamiento a

pHs mas basicos.
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e Hidrogeles con masa molecular correspondiente a 83200 g/mol

En los hidrogeles con y-PGA de masa molecular de 83200 g/mol, los valores de la
raz6n de hinchamiento en soluciones con pH constante y distinta composicion PAAm/y-PGA
se incrementaron con el aumento del contenido del y-PGA dentro de los hidrogeles, al igual
como ha sido observado en los estudios anteriores. Por lo tanto podemos inferir que el y-PGA
gobierna la capacidad de hinchamiento en estos hidrogeles al ser sometidos a soluciones con
diferente pH y esto puede ser atribuido a la presencia del grupo carboxilo libre en la cadena
del y-PGA

En las cinéticas de hinchamiento en soluciones con pH=3, mostradas en la Figura 6.35,
los hidrogeles con composicidn PAAm/y-PGA igual a 95/5 presentaron un ligero incremento
en los valores de razén de hinchamiento al transcurrir el tiempo de contacto con la solucidn,
en cambio los hidrogeles de composicion 85/15 y 75/25 presentaron un incremento apreciable
en su capacidad de hinchamiento conforme transcurrid el tiempo, alcanzando altos valores de
razén de hinchamiento en el equilibrio correspondientes a 15 y 25.3 respectivamente. Se
observé una mayor capacidad de hinchamiento en los hidrogeles con mayor contenido de
y-PGA. Se puede observar también que los hidrogeles alcanzan su maximo hinchamiento

alrededor de las 14 h de contacto con la solucién.
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Figura 6.35. Razon de hinchamiento en solucion buffer de pH 3 a 25 °C correspondiente a
hidrogeles de PAAm/y-PGA: a) 95/5, b) 85/15, ¢) 75/25. Utilizando y-PGA de 83200 g/mol.

El hinchamiento observado en este estudio es relativamente pequefio, en comparacion
a los estudios realizados con soluciones de pH mayor, debido a que al estar en contacto el
hidrogel con una solucion acida de pH=3, el cual se encuentra por debajo del valor del pKa
del PGA (4-4.8)'**, no se produce la ionizacion de los grupos carboxilo del y-PGA, por lo que
se encuentran en su estado protonado y de esta manera no existe una repulsion electrostatica
entre las cadenas poliméricas que facilite la difusién de la solucién buffer hacia el interior de
la red polimérica y por lo tanto no se favorece el hinchamiento del hidrogel, lo que se ve
reflejado en bajos valores en la razon de hinchamiento. Este comportamiento puede ser

explicado mediante en esquema presente en la Figura 6.36.
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Figura 6.36. Comportamiento del grupo -COOH libre en y-PGA al estar en contacto con

soluciones buffer de distinto pH.

En la bibliografia se han reportado una gran variedad de estudios basados en el efecto
del cambio de pH sobre las propiedades de hinchamiento de los hidrogeles. L. F. Gudeman y
col."® reportaron un sistema de IPNs basado en poli(vinil alcohol) y poli(acido acrilico)
donde se present6 una razén de hinchamiento en el equilibrio de 3.4 a pH=3 en hidrogeles con
50% molar de PAA a 25 °C; J. Byun y col.” reportaron un sistema similar compuesto de
poli(vinil alcohol) y poli(4cido acrilico) donde se encontrd una razén de hinchamiento en el
equilibrio de 4.9 a pH 3 en hidrogeles con 10% de PVA a 30 °C; por otra parte, L. Yu-Yang y
col.”” reportaron un estudio basado en hidrogeles de poli(N-isopropilacrilamida) y
ciclodextrina donde se presentd un valor de razoén de hinchamiento en el equilibrio de 20 a
pH=3 y 25 °C, en hidrogeles con 70 % de NIPA. En el presente estudio se obtuvo un valor de
razon de hinchamiento de 25.3 a pH 3 y 25 °C en hidrogeles con 25% molar de y-PGA, con lo
que se deduce que estos hidrogeles poseen mayor capacidad de hinchamiento a este pH; sin
embargo en todos los casos mencionados se presenté menor hinchamiento en comparacién a
cinéticas de hinchamiento de estos sistemas a mayores pHs.

Las cinéticas de hinchamiento en soluciones con pH igual a 5 y 7 se presentan en las
Figuras 6.37 y 6.38, respectivamente. Las muestras de composiciéon 95/5 presentaron muy
poco hinchamiento con respecto al tiempo de contacto con la solucion buffer, sin embargo las
muestras de composicion 85/15 y 75/25 presentaron un incremento apreciable en el
hinchamiento al transcurrir el tiempo de contacto con la solucidn, alcanzando valores de razon

de hinchamiento en el equilibrio igual a 16.5 y 35.5 respectivamente, en soluciones con pH=5
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y para soluciones con pH=7 valores de 17.4 y 34.6 respectivamente. La capacidad de
hinchamiento determinada en este estudio es mayor a la presentada en las cinéticas con
soluciones de pH=3, lo cual lo podemos justificar mediante el esquema de la Figura 6.36,
donde se puede deducir que a pH igual a 5 y 7 algunos grupos carboxilo del y-PGA se
encuentran en forma ionizada (-COQ"), ya que estos valores de pH se encuentran por encima
del valor de pKa del y-PGA, por lo que este biopolimero se encuentran parcialmente ionizado
y esto provoca cierta repulsion electrostatica entre las cadenas poliméricas, lo que causa la
separacion de las mismas facilitando de esta manera la difusion de agua al interior de la red y
favoreciendo el hinchamiento del hidrogel. Este comportamiento se refleja en valores de razon
de hinchamiento mas altos, en comparacion a las cinéticas de hinchamiento con soluciones de

pH=3. Estos resultados concuerdan con lo reportado en la bibliografia**'*’.
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Figura 6.37. Razén de hinchamiento en solucion buffer de pH 5 a 25 °C de hidrogeles de
PAAmM/y-PGA: a)95/5, b)85/15, ¢)75/25. Utilizando y-PGA de 83200 g/mol.
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Figura 6.38. Razon de hinchamiento en solucion buffer de pH 7 a 25 °C de hidrogeles de
PAAm/y-PGA: a)95/5, b)85/15, ¢)75/25. Utilizando y-PGA de 83200 g/mol

En un sistema de IPNs reportado por Y. M. Lee y col.”

basado en poli(vinil alcohol) y
poli(acido acrilico), se presentaron valores de razén de hinchamiento de 7.2 y 11.9 a pH igual
a 5y 7 respectivamente a 35 °C, en hidrogeles con 50 % molar de PAA. J. Byun y col.”
reportaron un sistema similar basado en poli(vinil alcohol) y poli(acido acrilico) donde se
present6 un valor de razén de hinchamiento en el equilibrio a pH igual a S y 7 correspondiente
a 13 y 18, respectivamente, a 30 °C en hidrogeles con 10 % de PVA. Por otra parte, L. Yu-
Yang y col."¥’ reportaron una razén de hinchamiento a pH igual a S y 7 correspondiente a 26 y
28, respectivamente, a 25 °C, en hidrogeles de poli(N-isopropilacrilamida)/ciclodextrina con
70 % de NIPA. En el presente trabajo se obtuvieron valores de razén de hinchamiento de
alrededor de 35 a pH correspondiente a 5 y 7 a una temperatura de 25 °C, en hidrogeles con 75
% molar de PAAm, la capacidad de hinchamiento de estos sistemas a pH de S y 7 es mayor a
la reportada en los sistemas mencionados anteriormente. En este estudio no se observé un

incremento en la razén de hinchamiento al incrementar el pH de 5 a 7, por lo que se sugiere

que el grado de ionizacion del y-PGA no cambia significativamente al pasar de pH 5 a pH 7.
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En ambos estudios, con solucion a pH igual a 5 y 7, pudimos observar un incremento
en la razon de hinchamiento con el aumento del contenido del y-PGA.

Las cinéticas de hinchamiento en soluciones de pH 10 se muestran en la grafica de la
Figura 6.39. Los hidrogeles con proporcion PAAm/y-PGA de 95/5 no presentaron cambios
importantes en el hinchamiento con el transcurso del tiempo de contacto en solucion buffer; al
igual que en las pruebas anteriores. En cambio las muestras con composicidn 85/15 y 75/25 si
presentaron cambios apreciables en estas condiciones, mostrando valores de razén de
hinchamiento en el equilibrio correspondientes a 18.2 y y 37.7 respectivamente, dichos valores
son mas altos que los encontrados en los estudios descritos anteriormente donde se utilizaron
soluciones con pH de 3, 5 y 7. El comportamiento observado en este estudio puede ser
entendido mediante el esquema de la Figura 6.36, en el cual la mayor capacidad de
hinchamiento es atribuido a la existencia de un mayor niimero de grupos carboxilo en forma
aniénica (-COQ), lo que provoca una mayor repulsion electrostatica entre las cadenas del
polimero lineal cargado negativamente, de esta manera existe una mayor separacion de las
cadenas poliméricas lo que facilita la difusidn de la solucién buffer hacia el interior del
hidrogel y con ello un mayor hinchamiento del material, por lo que se obtienen valores de
razon de hinchamiento mas altos. Este comportamiento se debe a que se utilizé un pH mucho
mayor al pKa del y-PGA (4 - 4.8)'%, por lo que se obtuvo un alto grado de ionizacién y con
ello mayor hinchamiento del hidrogel.

Los hidrogeles de PAAm/y-PGA (75/25) presentaron una valor de razon de
hinchamiento a pH=10 correspondiente a 37.7, la capacidad de hinchamiento de estos
hidrogeles es mayor a la reportada por J. Byun y col.” en sistemas de IPNs basados en
poli(vinil alcohol) y poli(acido acrilico) donde se encontrd un valor de razén de hinchamiento
en el equilibrio correspondiente a 27, utilizando solucién buffer a pH=10 y temperatura de
30 °C, en hidrogeles con 10 % en peso de PVA. En ambos estudios se obtuvo mayor
capacidad de hinchamiento a este pH, en comparacion a los estudios realizados con soluciones

buffer de pH menor.
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Figura 6.39. Razon de hinchamiento en solucion buffer de pH 10 a 25 °C de hidrogeles de
PAAm/y-PGA: a)95/5, b)85/15, ¢)75/25. Utilizando y-PGA de 83200 g/mol

De las cuatro cinéticas de hinchamiento con solucién buffer de distinto pH, podemos
concluir que el hidrogel de PAAm/y-PGA (75/25) hinchado en solucién buffer con pH=10, fue
el que presenté mayor capacidad de hinchamiento, debido a que es el hidrogel con mayor
contenido de y-PGA y por lo tanto mayor contenido de grupos carboxilo, los cuales a pH=10
presentan un alto grado de ionizacion, debido a que este pH se encuentra por encima del pKa
del y-PGA, lo que favorece el hinchamiento del material'>!*.

La razén de hinchamiento en el equilibrio presentada por cada uno de los hidrogeles
estudiados nos permite visualizar mejor la variacion de la capacidad de hinchamiento de estos
materiales respecto al incremento de pH, ésto se puede observar en la Figura 6.40. Los valores
de razon de hinchamiento en el equilibrio obtenidos en soluciones a pH=3 y pH=10
correspondientes a hidrogeles con composicién 85/15 fueron de 15 y 18.5, respectivamente, es
decir hubo un incremento de 3.5 al aumentar el pH. Por otra parte, los hidrogeles de
composicién 75/25 presentaron valores de 25.3 y 37.7 respectivamente, obteniéndose un
incremento de 12.4 al aumentar el pH de la solucién buffer. Estos resultados pueden ser

explicados mediante la Figura 6.36, donde podemos visualizar como a pH=3 los grupos
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carboxilo del y-PGA se encuentran en estado protonado y con ello no se favorece el
hinchamiento del materizl y en cambio en solucién buffer a pH=10 los grupos carboxilo del
y-PGA se encuentran en estado amonico lo que provoca la repulsion de las cadenas
poliméricas, favoreciéndose de esta manera, una mayor difusién de la solucidn buffer hacia el
interior del hidrogel, lo que se refleja en altos valores de la razén de hinchamiento. Este
comportamiento ha sido reportado por varios investigadores como, M. Kunioka y col.'' en

1.53

hidrogeles de y-PGA y poli(e-lisina); Y. M. Lee y col.”™” en IPNs de poli(vinil alcohol) y

1.l36

poli(acido acrilico); L. F. Gudeman y co en sistemas de IPNs basadas en poli(vinil

alcohol) y poli(acido acrilico); entre otros.
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Figura 6.40. Razén de hinchamiento en el equilibrio en soluciones con diferente pH, de

hidrogeles de PAAmM/y-PGA: a)95/5, b)85/15, ¢)75/25.

Con estos resultados podemos deducir que los hidrogeles con proporcion PAAm/
v-PGA igual a 85/15 y 75/25 son sensibles al cambio de pH y que esta sensibilidad es.mayor

con el aumento en el contenido de y-PGA.
Por otra parte, ¢en la Tabla 6.6 se presentan los valores de razén de hinchamiento

obtenidos en los estudios del reuso de los hidrogeles en la cinéticas de hinchamiento a pH
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igual a 3, 5, 7 y 10, donde se observaron desviaciones estandar promedio correspondientes a
0.2, 0.8, 1.0 y 2.4 respectivamente. Mediante los valores de desviacion estandar obtenidos al
repetir los hinchamientos a diferentes pHs, se puede concluir que los hidrogeles estudiados
pueden ser reutilizados en este tipo de pruebas sin variar considerablemente su capacidad de

hinchamiento.

Tabla 6.6. Razén de hinchamiento obtenida en el estudio del reuso de los hidrogeles en la

cinética de hinchamiento con pH variable y Temperatura constante de 25 °C, en hidrogeles

con y-PGA de 83200 g/mol

o R. Hinchamiento | R. Hinchamiento | R. Hinchamiento | R. Hinchamiento
Composicién
pH3 PHS pH7 pH 10
PAAmM/y-PGA
Prueba 1 | Prueba 2 { Prueba 1 | Prueba 2 | Prueba 1 | Prueba 2 | Prueba 1 | Prueba 2
95/5 5.7 5.5 5.7 5.7 5.7 5.8 5.9 5.7
85/15 16.0 15.5 17.5 17.1 17.9 17.1 17.6 14.5
75125 279 29.7 36.4 322 34.6 375 38.0 37.0

e Hidrogeles con masa molecular correspondiente a 155800 g/mol

Los hidrogeles elaborados con y-PGA de masa molecular igual a 155800 g/mol
presentaron el mismo comportamiento que los hidrogeles analizados en el caso anterior donde
se utilizo y-PGA de masa molecular igual a 83200 g/mol, es decir se observéd un incremento en
los valores de razon de hinchamiento al transcurrir el tiempo de contacto con la solucién
buffer, asi como al aumentar el contenido de y-PGA e incrementar el pH de la solucién buffer.

El hinchamiento presentado por los hidrogeles de composicion PAAm/y-PGA (95/5)
no sufrié cambios apreciables al ser sometido a soluciones buffer con diferente pH, al igual

que en todos los estudios de cinéticas de hinchamiento discutidos anteriormente.
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Tomando en consideracidon, que estos hidrogeles presentaron un comportamiento
similar al observado en el estudio anterior en hidrogeles con y-PGA de masa molecular menor,
se van a presentar unicamente los valores de razén de hinchamiento obtenidos en el equilibrio.

Los hidrogeles de composicién 85/15, presentaron cambios apreciables de la razén de
hinchamiento en el equilibrio, como se puede observar en la Figura 6.41. Se obtuvieron
valores de razén de hinchamiento en el equilibrio correspondientes a 13.7, 15.2, 16.3 y 18.0 al
estar en contacto con soluciones buffer de pH igual a 3, 5, 7 y 10, respectivamente, por lo que
al pasar de pH=3 a pH=10 se obtuvo un incremento en la razén de hinchamiento
correspondiente a 4.3, por lo que se puede deducir que estos hidrogeles presentan sensibilidad
hacia el cambio de pH. Por otra parte, la capacidad de hinchamiento de estos hidrogeles es
similar a la encontrada en los hidrogeles elaborados con y-PGA de menor masa molecular, por
lo que los valores de razén de hinchamiento presentados en este estudio son aceptables y
podemos hablar de una buena sensibilidad hacia cambios de pH. En la bibliografia no se
encontraron estudios basados en el efecto del la masa molecular del polimero en hidrogeles
sobre las propiedades de hinchamiento dependientes del pH.

Los hidrogeles con mayor contenido de y-PGA (75/25) presentaron valores de razén de
hinchamiento en el equilibrio mayores, correspondientes a 25.2, 28.1, 27.9 y 38 en las
cinéticas de hinchamiento en soluciones buffer con pH igual a 3, 5, 7 y 10. como se muestra
en la Figura 6.41. Por lo tanto, el hidrogel increment6 su razén de hinchamiento en un valor
igual a 12.8 al cambiar de una solucién con pH=3 hacia otra solucién con pH=10. Estos
hidrogeles también presentaron capacidad de hinchamiento similar a la presentada por los
hidrogeles con y-PGA de masa molecular igual a 83200 g/mol. Con base en estos resultados

podemos deducir que estos hidrogeles presentan sensibilidad hacia los cambios de pH.
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Figura 6.41. Raz6n de hinchamiento en el equilibrio en soluciones con diferente pH de

hidrogeles de PAAm/y-PGA: a)95/5, b)85/15, ¢)75/25. Utilizando y-PGA de 155800 g/mol.

Los valores de razén de hinchamiento presentados por estos sistemas de hidrogeles
(y-PGA 155800 g/mol) ¢n soluciones buffer con pH correspondiente a 3, 5, 7 y 10, fueron
similares a los encontrados en el estudio anterior donde se utilizé hidrogeles con y-PGA de
83200 g/mol, ademas estos valores de razén de hinchamiento son mayores a los reportados en
la bibliografia en los sistemnas de hidrogeles descritos en la seccion anterior’ > 126137,

Con lo que respecta al estudio del reuso, en la Tabla 6.7 se presentan los valores de
razon de hinchamiento en el equilibrio obtenidos en ambas pruebas. Se encontraron
desviaciones estandar enlos valores de razon de hinchamiento correspondientes a 0.7, 0.9, 1.6,
y 0.8 en pruebas de hinchamiento a pH de 3, 5, 7 y 10, respectivamente. Con base en las
desviaciones estandar promedio obtenidas en este estudio se puede proponer el reuso de los
hidrogeles estudiados eneste tipo de pruebas.

Como conclusiones parciales de las propiedades de hinchamiento tenemos que la razén
de hinchamiento se incremento con el aumento en el contenido de y-PGA dentro del hidrogel,

tiempo de contacto con ¢l medio de hinchamiento, temperatura y pH, en hidrogeles con ambas

masas moleculares del y-PGA.
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Tabla 6.7. Valores de la razéon de hinchamiento obtenidos en el estudio del reuso de los
hidrogeles en la cinética de hinchamiento con pH variable, en hidrogeles con y-PGA de

155800 g/mol

e R. Hinchamiento | R. Hinchamiento | R. Hinchamiento | R. Hinchamiento
Composicion
H 3 HS H7 H 10
PAAm/y-PGA P P P P
Prueba | j Prueba 2 | Prueba 1 | Prueba 2 | Prueba 1 | Prueba 2 | Prueba 1 ] Prueba 2
PAAmM 5.5 5.2 5.5 5.4 5.7 54 5.8 5.8
95/5 5.6 54 5.6 53 55 5.4 5.4 5.6
85/15 11.7 10.6 14.8 13.9 "15.9 13.4 17.6 18.6
75/25 22.7 24.8 28.5 249 27.5 21.5 36.9 33.5

En general, estos sistemas de IPNs mostraron sensibilidad hacia el cambio de temperatura
y pH, por lo que se comportan como materiales inteligentes, esta propiedad hace factible su
aplicacidn potencial en areas como la medicina, farmacia, agricultura, entre otros. Entre las
principales ventajas de estos sistemas de hidrogeles se encuentra su alta capacidad de
hinchamiento, asi como sus propiedades de biodegradabilidad y biocompatibilidad adquiridas
al introducir al biopolimero y-PGA dentro del hidrogel. Estas ultimas propiedades otorgadas
por el biopolimero incrementan su potencial de aplicaciones en la medicina, principalmente en

la liberacién controlada de farmacos.

6.10  Poli(acido-y-glutamico) modificado con B-ciclodextrina

Se opt6é por unir la B-ciclodextrina al y-PGA, con la finalidad de obtener nuevas
propiedades que permitan incrementar €l potencial de aplicaciones de este biopolimero.
Principalmente en aplicaciones de liberacion controlada de moléculas hidr6fobas atrapadas

dentro de la cavidad de la CD.
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La modificacién del y-PGA con la B-CDNH,, se realizé6 mediante una reaccién de
imidacién entre los grupos carboxilo del y-PGA y el grupo NH, unido a la -CD'**'?* En la
Figura 6.42 se presenta la eétructura quimica del yPGA-BCDNH. Este producto fue
caracterizado mediante espectroscopia de RMN-'H y C, asi como por andlisis

termogravimétrico.

-{—~ NH—-C| H——CH,~——CH, ——004——
n
c=—0

6 o |

CH,OH CH,NH
H/5 O H H Oy

3 OH HY OH H

H OH H OH

Figura 6.42. Estructura quimica propuesta para yPGA-BCDNH

En la Figura 6.43 se presentan los espectros de resonancia magnética de proton,
correspondiente al y-PGA, P-CDNH, y yPGA-BCDNH. Primeramente, en el espectro de
RMN-'H (Figura 6.43a) se presentan las sefiales correspondientes a la B-CDNH,, donde
aparece la seiial de los protones H6 y H6" a 1.9 ppm, HS a 3.2 ppm, H3 yH2 a 3.5 ppmy
3.9 ppm, respectivamente, y H1 a 5.2 ppm. Las sefiales de los hidrogenos de la 3-CDNHj,
presentan multiples acoplamientos de las diferentes posiciones axial y ecuatorial, presentes en
las diferentes conformaciones de los ciclos, por lo que las sefiales se ven ensanchadas. En el
espectro de RMN-'H (Figura 6.43c) se presentan las sefiales caracteristicas del y-PGA, donde
aparece la sefial del CHa 4.1 ppm, CH; (o) 2 2.3 ppm, CH, (B) a 1.9 ppm y el NH a 8.1 ppm.
En el espectro de RMN-'H (Figura 6.43b) correspondiente al y-PGA-BCDNH se encontraron
las sefiales correspondientes a ambos componentes individuales, los cuales muestran

desplazamientos muy similares a sus correspondientes materias primas, sin embargo, en el
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caso de la B-CDNH unida al y-PGA, las sefiales de los protones de los ciclos y el CH,
adyacente al grupo amida son ahora sefiales mas finas, lo que sugiere una disminucion en las
conformaciones de los ciclos de la f-CD debido a que se encuentra fija en el polimero; estos
estudios nos revelaron la modificacion del y-PGA con B-CDNH,. Para la asignacion de las

sefiales nos apoyamos en la bibliografia'*? y en el método de simulaci6n teérica (Chem Draw).

GCH,OH TH,NH,
H.CI t H-C2H-C3 H.C6, C6"
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b)
NH—-—?H———-CH,———CH)——CO "
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Figura 6.43. Espectro de RMN-'H, a) B-CD, b)YPGA-BCD y c)y-PGA, en D,0, 300 MHz y
temperatura de 25 °C.
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La presencia de las sefiales correspondientes a la f-CDNH en el espectro de la figura
6.43b nos indica la unién de la B-CDNH; al y-PGA. La B-CDNH, que no haya reaccionado
con el y-PGA debio ser extraida durante el proceso de dialisis en agua desionizada, ya que es
muy soluble en este disolvente.

Los espectros correspondientes a la resonancia magnética del ">C se presentan en la
Figura 6.44. El espectro de RMN-'’C correspondiente a la B-CDNH, (Figura 6.44a) present6
la sefial del C6" a 40 ppm, C6 a 60 ppm, C5 a 69 ppm, C3 a 71 ppm, C2 a 72 ppm, C4 a 81
ppm y C1 a 102 ppm. Enel espectro del y-PGA (Figura 6.44c), la sefial del grupo CH aparece
a 54 ppm, CH; (o) a 32 ppm, CH; (B) a 28 ppm, -COOH a 175 ppm y -CONH a 178 ppm. El
espectro del YPGA-BCDNH (Figura 6.44b) presenté basicamente las sefiales de ambos
componentes. La asignacién de las sefiales se reforzé mediante el uso de la bibliografia'** '’
y el modelo de simulacién tedrica (Chem Draw). En general, en ambos espectros de RMN-'H
y ’C del YPGA-BCDNH se observaron las sefiales correspondientes al y-PGA y B-CDNH,,
por lo que se puede deducir que la B-CDNH; se unié quimicamente al y-PGA, ya que de lo
contrario, la B-CDNH; habria sido extraida durante el proceso de dialisis en agua desionizada,
ya que ésta es muy soluble en agua, y por lo tanto, no aparecerian sus sefiales caracteristicas

en los espectros de RMN.
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Figura 6.44. Espectro de RMN- 1°C, a) B-CD, b)yPGA-BCD y c)y-PGA, en D,0, 300 MHz y
temperatura de 25 °C.

Por otra parte, en la Figura 6.45 se rnuestran los termogramas del y-PGA, B-CD y
YPGA-BCD, obtenidos mediante TGA con la finalidad de estudiar su estabilidad térmica. La
primera pérdida en peso se presentd en un imtervalo de 50 a 150 °C, ésta se atribuyo a la
evaporacion del agua presente en las muestras. Después de la pérdida de agua se registré una

disminucién en peso muy apreciable la cual fwe atribuida a la degradacion de cada uno de los
componentes analizados (y-PGA y B-CD), el inicio de esta degradacion en y-PGA, B-CD y
YPGA-BCD se presento a 281, 239 y 266 “C, respectivamente. Como pudo observarse, la
B-CD inicia su degradacion a menor temperatura, luego el y-PGA-BCD y finalmente el y-PGA

inicia su degradacién a mayor temperatura, por lo que se encontréo que el yPGA-BCD
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presenté una estabilidad térmica intermedia entre los componentes individuales, como puede

observarse en la Figura 6.45. R. Hernandez y col.'*®

reportaron un comportamiento similar
en un sistema compuesto por PVA y y-CD, donde el PVA-yCD inici6 su descomposicion
térmica a una temperatura de 374 °C, la cual es intermedia entre las temperaturas de
descomposicion del PVA (393 °C) y y-CD (346 °C), lo que es considerado como un
comportamiento légico atribuido a la combinacién de las propiedades térmicas de ambos

polimeros individuales (PVA y yCD).

1004 -
1 N
90 N *}
80 - f
704 \ \
& 60 N\
g AR
g 50- PR
&J A . \\"\,; _ a)
404 !
4 N,
| SN
30+ o b)
204 ) 1
1 c) |
10 i
J i
0 o
I v T v L v L) v T v T M L T ) v )
0 100 200 300 400 500 600 <700 800 900

Temperatura °C

Figura 6.45. Termogramas obtenidos por TGA. a)y-PGA, b)yPGA-BCD, c)B-CD

6.10.1 Hidrogeles con poli(4cido-y-glutamico) modificade con B-ciclodextrina

El y-PGA modificado con B-CDNH; por si solo no posee aplicaciones importantes, por lo
que se prosigui6 a la elaboracion de los hidrogeles de PAAm/yYPGA-BCDNH. Los hidrogeles
cuentan con un amplio potencial de aplicaciones, la adicién de la B-CDNH; dentro de estos
hidrogeles, tiene como finalidad agregar principalmente la propiedad de atrapar moléculas

hidrofobas que puedan ser utilizadas en aplicaciones de liberacion controlada de farmacos.
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En las cinéticas de hinchamiento correspondientes a los hidrogeles elaborados con YPGA-
BCDNH, presentes en la Figura 6.46, no se observé sensibilidad apreciable ante los cambios
de temperatura y pH del medio de hinchamiento. Por otra parte, los valores de razén de
hinchamiento obtenidos en este estudio se asemejan a los obtenidos en las cinéticas de
hinchamiento en agua a 25 °C correspondientes a las redes semi-interpenetradas de
PAAm/y-PGA sin B-CDNHa, por lo que se puede deducir que los hidrogeles con p-CDNH; no
pierden su capacidad de hinchamiento en agua a 25 °C. La pérdida de sensibilidad al cambio
de temperatura y pH en los hidrogeles con -CDNHj; puede atribuirse principalmente a que los
grupos -COOH del y-PGA, los cuales son los principales responsables de la sensibilidad del
hidrogel, queden parcialmente bloqueados con la 3-CDNH,. En un estudio de sensibilidad al
cambio de pH en sistemas de poli(N-isopropilacrilamida)/ciclodextrina reportado por L. Yu-
Yang y col."’, se encontré que al aumentar el contenido de ciclodextrina en el hidrogel se
disminuia su capacidad de hinchamiento, de este trabajo podemos deducir la conveniencia de
variar el contenido de CD dentro del yYPGA y estudiar su efecto sobre las propiedades de

hinchamiento.
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Figura 6.46. Valores derazon de hinchamiento obtenidos en las cinéticas de hinchamiento con
cambio de Temperatura y pH en hidrogeles de PAAm/YPGA-CDNH, a) 85/15, b) 75/25.
Utilizando y-PGA de 83200 g/mol
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La apariencia fisica de los hidrogeles obtenidos fue similar a los preparados con y-PGA sin
ciclodextrina; el lograr obtener hidrogeles con yYPGA-BCDNH, incrementa el potencial de
aplicaciones para estos sistemas de redes semi-interpenetradas, ya que la B-CD tiene la
capacidad de atrapar moléculas hidréfobas en el interior de su cavidad y con ello se
incrementa el nimero de moléculas que pueden ser utilizadas en estos sistemas para

aplicaciones en sistemas de liberacion controlada.
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VI. CONCLUSIONES

Se obtuvieron 15 g de y-PGA por litro de medio de cultivo con Bacillus licheniformis.

El proceso de hidrolisis del y-PGA permitié obtener un amplio rango de masas

moleculares comprendidas desde 30,000 hasta 155800 g/mol.

Se obtuvieron hidrogeles de redes semi-interpenetradas de PAAm-yPGA con
proporciones de PAAmM/y-PGA correspondientes a 95/5, 90/10, 85/15, 80/20 y 75/25,
con y-PGA de masa molecular igual a 83200 y 155800 g/mol.

Se encontrd que el y-PGA permanece intercalado dentro de la semi-IPN, y se

encuentra distribuido de manera uniforme.

El aumento del contenido de y-PGA en las semi-IPNs aumentd la porosidad de las

mismas.

En los espectros de infrarrojo de las semi-IPNs se observd un desplazamiento en la
sefial del estiramiento del grupo amida en PAAm hacia menor nimero de onda, con

lo que se infiere en la posible interaccidn mediante puentes de hidrogeno.

Las semi-IPNs de PAAm/y-PGA presentaron mayor capacidad de deformacion y

menor resistencia a la compresion ante la carga maxima aplicada, en comparacion a
PAAm.

La razén de hinchamiento de las semi-IPNs con y-PGA de ambas masas moleculares,
se incrementd con el tiempo de contacto en solucion, con la temperatura, con el pH y

con ¢l contenido de y-PGA.

Se llevo a cabo la derivatizacion del y-PGA con 3-CD, lo cual se pudo sustentar

mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear.
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Conclusiones

10.- los hidrogeles de PAAm/yPGA-BCDNH mo presentaron sensibilidad ante cambios de
temperatura y pH.
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VIII.- ACTIVIDADES FUTURAS

- Estudio de la aplicacion de los hidrogeles estudiados, como sistemas de liberacion
controlada

- Pruebas de biocompatibilidad de los hidrogeles elaborados en el presente trabajo

- Sintesis y caracterizacion de yYPGA-BCD variando la concentracion de p-CD

- Estudios de derivatizacion del y-PGA con otros compuestos que le confieran
propiedades importantes

- Elaboracion deredes interpenetradas de PAAm/y-PGA

- Elaboracion de redes interpenetradas de y-PGA con otros polimeros como PVA

- Estudio del comportamiento de la resistencia a la deformacion de los hidrogeles de
PAAm/y-PGA en proporciones comprendidas entre 95/5 y 90/10

- Estudio del comportamiento de la razén de hinchamiento en agua desionizada a 25
y 37 °C, en los hidrogeles de PAAm/y-PGA en proporciones comprendidas entre
80/20 y 75/25
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