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Resumen

Los polimeros biodegradables poli-L-lactico (PLLA) y polihidroxibutirato (PHB) se
han utilizado recientemente para ingenieria de tejidos, debido a su biodegradabilidad,
sus muy buenas propiedades mecédnicas y velocidad de degradacion apropiada.
comparable con el tiempo de recuperacion de tejidos humanos dafiados. Sin embargo,
tienen una gran limitacion en la compatibilidad con las células. Sus superficies
altamente hidrofébicas hacen que sea muy dificil cultivar células sobre ellas pues no
presentan buena adhesion.

En los tltimos afios, la irradiacion con haces de iones se ha aplicado para modificar la
superficie de polimeros con el fin de mejorar la compatibilidad con sangre y tejidos
debido a que permite la creacién de grupos polares sobre su superficie aumentando su
caracter hidrofilico y favoreciendo, de esta manera, la adhesion de componentes
biolégicos.

Estd demostrado que la irradiacién con iones produce un notable incremento de la
adhesion y proliferacion de células sobre la superficie del polimero, con lo que se
mejora la biocompatibilidad.

La aplicacion de iones pesados rdpidos permite controlar, variando la energia y el tipo
de 16n, los parametros de la region dafiada: profundidad en el material, intensidad de
dafio y las dimensiones del didmetro de la traza latente. Si bien esta mejora en la
biocompatibilidad de los polimeros es necesaria para su aplicacion como sustratos en
ingenieria de tejidos, es deseable que las modificaciones producidas con el tratamiento
no disminuyan su degradabilidad.

En este trabajo se irradiaron los polimeros poli-L-lactico (PLLA) v polihidroxibutirato
(PHB) con haces de iones pesados (C y S) de distintas energias y fluencias para
modificar sus propiedades hidrofobicas. Luego de la irradiacion, se estudiaron las
modificaciones de la superficie irradiada y se evalué si se produjo algin cambio
significativo en la degradabilidad de los polimeros, para lo cual las muestras irradiadas
y las no irradiadas fueron sometidas a dos tipos de ensayos de degradacion in vitro, uno
en condiciones fisiolégicas y el otro en presencia de una enzima.

La superficie de los polimeros irradiados y degradados fue estudiada por: microscopia
electronica de barrido en modo ambiental (ESEM), Espectroscopia de infrarrojo con
transformadas de Fourier con sistema de Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR),
Microespectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier (Micro-FTIR), por medio
del d4ngulo de contacto y por espectroscopia fotoelectrénica de rayos X (XPS). Por otro
lado se evaluaron también las propiedades térmicas de los polimeros meodificados
mediante analisis termogravimétrico (TGA-DTA) v calorimetria diferencial de barrido
(DSC).

Para estudiar la degradabilidad de las muestras incubadas in vitro, ademds de las
técnicas ya mencionadas se estudié el porcentaje de pérdida de peso y se realizo el
andlisis de peso molecular viscosimétrico.

Los resultados demostraron que el efecto predominante de la irradiacién en los
polimeros fue el corte de cadenas y la consecuente amorfizacion con un aumento del
cardcter hidrofilico de las superficies, lo cual, de acuerdo a la literatura, mejora la
adhesion y proliferacién celular.



Por otro lado, se determiné que la irradiacion aumenta la degradabilidad de los
polimeros in vitro.

Palabras claves: Polimeros, Biodegradabilidad, Irradiacion, Iones pesados.
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Abstract

The biodegradables polymers Poly (L-lactic acid) and Poly (hydroxybutyrate) have
been recently used for tissue engineering due to their biodegradability, very good
mechanical properties and appropriate degradation rate comparable with the
regenerative rate of damaged human tissues. However, they have an important
limitation regarding the compatibility with the cells. Their surfaces are highly
hydrophobic and this makes the surfaces not good for cell attachment so it is very
difficult to grow cells on them.

In recent years, ion beam irradiation has been applied to modify the polymers surfaces
in order to improve the compatibility with blood and tissues. The creation of polar
groups on their surfaces increases their hydrophilic character favouring, thereby, the
adhesion of biological components. Several studies have demonstrated that cellular
adhesion and proliferation can be improved by this treatment.

The application of swift heavy ion beam irradiation allows control the parameters of the
modified areas such as depth in the material, intensity of the hurt and latent track
dimension, changing the ion type and its energy. Though this improvement in the
biocompatibility of polymers is necessary to its application in tissue engineering, it
should not affect the degradation of biomaterials.

In this work the polymers Poly (L-lactic acid) and Poly(hydroxybutyrate) were
irradiated with swift heavy ion (S and C) with various fluencies and energies in order to
modify their hydrophobic properties. After irradiation, the modified surfaces and the
degradability of the polymers were studied to evaluate if some change had taken place.
For this purpose. the pristine and irradiated polymers were degraded in vitro by two
different assays, one in physiological conditions and another by incubation with
enzymes.

The surfaces of the irradiated and degraded polymers were studied with Environmental
Scanning Electron Microscope (ESEM), Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR), Contac angle measurements and X-Ray Photoelectron Spectroscopy (XPS).

On the other hand, the thermal properties of the modified polymers were evaluated with
Thermogravimetric Analysis (TGA), Differential Thermal Analysis (DTA) and
Differential Scanning Calorimetry (DSC).

In order to study the degradability of the incubated in vitro samples, besides the
techniques previously mentioned, the weight loss analysis and the determination of the
viscosimetric molecular weight were done.

Results demonstrated that the predominant irradiation effect in the polymers was the
chain scission with the consistent amorphization and an increas of the hydrophilic
character of the surfaces.

On the other hand, it was determined that the irradiation enhanced the in vitro
degradability of the polymers.

Key Words: Polymers, Biodegradability, Irradiation, Heavy ions.
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Introduccion

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son una clase de poliésteres naturales sintetizados
intracelularmente como fuente de carbono y energia por numerosos organismos. Los
polimeros polihidroxibutirato (PHB) y poli-L-ldctico (PLLA) pertenecen a este tipo
de poliésteres. Ambos han sido utilizados recientemente en ingenieria de tejidos, debido
a su biodegradabilidad, sus muy buenas propiedades mecénicas y velocidad de
degradacion apropiada, comparable con el tiempo de recuperacién de tejidos humanos
dafiados. Sin embargo, tienen una gran limitacién en la compatibilidad con las c€lulas.
Sus superficies altamente hidrofobicas hacen que sea muy dificil cultivar células sobre
ellas pues no presentan buena adhesion.

En los dltimos afios, la irradiacién con haces de iones de baja energia se ha aplicado
para modificar la superficie de polimeros con el fin de mejorar la compatibilidad con
los tejidos [1]. La irradiacion de polimeros permite la creacion de grupos polares sobre
su superficie, lo que mejora el mojado y la adhesién de componentes bioldgicos.

Estd demostrado que la irradiacién con iones produce un notable incremento de la
adhesion y proliferacion de células sobre la superficie del polimero, con lo que se
mejora la biocompatibilidad haciéndolo més adecuado para su aplicacion como sustrato
en ingenieria de tejidos [2. 3]. La aplicacién de iones pesados ripidos permite controlar,
variando la energia v el tipo de ién, los parametros de la region dafiada: profundidad en
el material, intensidad de dafio vy las dimensiones del didmetro de la traza latente. Si
bien esta mejora en la biocompatibilidad de los polimeros es necesaria para su
aplicacién como sustratos en ingenieria de tejidos, es deseable que las modificaciones
producidas con el tratamiento no disminuyan su degradabilidad.

El objetivo del trabajo es irradiar los polimeros poli-L-lictico y polihidroxibutirato
con haces de iones pesados de distintas energias y fluencias para modificar sus
propiedades hidrofébicas.

Luego de la irradiacion, estudiar las modificaciones de la superficie irradiada y evaluar
si se produce algiin cambio significativo en la degradabilidad de los polimeros.

Referencias

[1] B. Pignataro, E. Conte, A. Scandurra, G. Marletta, Biomaterials 18 (1997) 1461-
1470.

[2] C. R. Arbeitman, M. F, del Grosso, L. Ibdfiez, G. Garcia Bermudez, H. Duran, V. C.
Chappa, R. Mazzei, M. Behar, Nucler Instruments and Methods in Physics Research B
268 (2010) 3059-3062.

[3] C. R. Arbeitman, M. F. del Grosso, 1. Ibafiez, G. Garcia Bermudez, H. Durdn, V. ,

R. Mazzei, Irradiacion de Polimeros Biocompatibles para su utilizacion como sustratos
de cultivos celulares, Congreso SAM/CONAMET 2009.



Capitulo 1
Conceptos generales

1.1 Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos ha surgido como un campo multidisciplinario combinando
conocimientos en biologia, ciencia de materiales y reconstruccidn quinirgica. con el fin
de proporcionar tejidos que restauren, mantengan o mejoren la funcion tisular.

La necesidad de este enfoque ha surgido primariamente de la escasez de donacién de
érganos y tejidos, aunque hoy promete poder expandir dramaticamente la habilidad
para reparar tejidos, perfeccionar los procedimientos quirirgicos y mejorar
significativamente la calidad de vida.

En general hay tres formas distintas de obtener nuevos tejidos:

Una se refiere al trabajo con células o sustitutos celulares, otra hace uso de matenales
inductores de tejido y por ultimo, una tercera alternativa es el cultivo de células
previamente sembradas sobre un sustrato.

1.1.1 Obtencion de tejidos por cultivo de células sobre un sustrato

1.1.1.1 Propiedades de los sustratos

El sustrato es una base disefiada para proveer una estructura de soporte al tejido que
sobre él se genera y puede ser configurado de forma que encierre a las células
implantadas, protegiéndolas del sistema inmune del organismo huésped o, de lo
contrario, con una estructura abierta que permita a las nuevas células estar en contacto
directo con el medio fisioldgico.
Estos soportes, ademés de proporcionar una base sobre la cual las células permanezcan
hasta alcanzar una localizacion anatomica designada, pueden también desempefiar un
rol critico como plantilla para la reorganizacion de las células transplantadas que deben
constituir el nuevo tejido.
El material elegido para disefiar el sustrato debe cumplir con ciertos requisitos:

Debe ser biocompatible

Debe soportar el crecimiento celular: muchas células de mamiferos solo proliferan
adheridas a una superficie, por lo tanto es necesario que la superficie del soporte
promueva o sea propicia para la adhesion celular. Una vez adheridas, el soporte debe
permitir que las células continden con su crecimiento y funcion en un modo normal.

Debe ser capaz de organizar y guiar a las células en la manera deseada.

Debe conseguir un niimero significativo de células manteniéndolas en un estado
viable con adecuada difusion de nutrientes y pasaje de desechos.
Finalmente, una vez que el sustrato haya cumplido su propésito de proveer un
reemplazo de tejido natural, no se necesitard del mismo a largo plazo, por lo que es
deseable su completa degradacion hacia productos que no presenten toxicidad y sean
bien tolerados por el huésped [1].



Durante la seleccion del material para dicho fin, deberd considerarse que el sustrato no
solo provea sitios adecuados de adhesion y proliferacion celular, sino también, permita
la difusion de gases y nutrientes.

Después de algunos estudios se vio que algunos polimeros podrian cumplir con la
mayoria de estas propiedades [2, 3].

El potencial uso de estos polimeros en ingenieria de tejidos puede esquematizarse de la
siguiente manera:

Biopsia para
remover células

ias
ik Sustrato fabricado

de PHA
Implante

\ Cultives de
las células en
sustratos de
— ﬁ —_— g Implante del
/’ Proliferacion a—
Eleccién v cultivo celular
de células

Banco de
células

Debe resaltarse que serd la superficie del polimero la parte del mismo que merezca
mayor atencién al momento del disefio del sustrato, ya que en ella se dardn las
interacciones célula-soporte y medio interno-implante.

En un caso ideal, entonces, es deseable poder ajustar sus propiedades para adaptarla
seglin la aplicacion destinada, a menudo, sin alterar otras propiedades del soporte.

Algunas técnicas fisicas y quimicas de modificacion superficial han sido aplicadas
para lograr cambios més o menos importantes en la mojabilidad, la carga y la
morfologia del polimero, lo cual se correlaciona con el fendmeno de adhesion y
proliferacion celular.

Otras técnicas como el tratamiento con plasma e irradiacion con iones de alta y baja
energfa inducen una modificacién bien controlada en un dado espesor del polimero, sin
afectar la estructura ni las propiedades en volumen.



1.1.1.2 Aplicacién de los polihidroxialcanoatos en ingenieria de tejidos

Hemos mencionado que los polihidroxialcanoatos (PHAs) son una clase de poliésteres
naturales y que el polihidroxibutirato (PHB) y el polilictico (PLA) pertenecen a este
tipo de polimeros.

Sus propiedades cubren un amplio espectro, incluyendo materiales que se asemejan al
polipropileno y otros que son elastoméricos. Esta variabilidad de caracteristicas surge
de su estructura quimica, ya sea de la longitud de las cadenas laterales o de la distancia
entre las uniones ésteres de la cadena principal. Generalmente, los PHAs con cadenas
laterales cortas son muy cristalinos mientras que aquellos con grupos laterales de mayor
longitud son elastoméricos.

Ademads de ofrecer un amplio rango de propiedades mecanicas, estos polimeros son
biodegradables.

Se han logrado desarrollar nuevas rutas de produccion de PHAs, aplicando novedosas
técnicas de fermentacion y conocimientos en ingenieria genética. Esto, sumado a los
avances en las estrategias de recuperacion y purificacion de los productos biosintéticos,
los hace competitivos en cuanto a costos frente a los tradicionales plasticos derivados
del petréleo.

Las mejoras en el proceso de produccion de los PHAs aumentan su disponibilidad en el
campo cientifico ofreciendo la oportunidad de evaluar y desarrollar diferentes
aplicaciones de estos polimeros naturales, siendo de especial interés su aplicacion en
medicina.

Las posibles aplicaciones de estos polimeros son: suturas quirirgicas, polvos
lubricantes, parches para heridas, implantes ortopédicos, sustitutos pericardicas y
sustratos (scaffolds) en ingenieria de tejidos [1].

1.1.1.2.1 Polildctico (PLA)

La estructura quimica del polilactico (PLA) es:

I
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El PLA es un poliéster termoplastico biodegradable muy estudiado por su potencial
para reemplazar a los polimeros convencionales de origen petroquimico. Su precursor,
el 4cido lactico, es eficientemente producido por fermentacién de fuentes renovables
como el aztcar y el almiddn.

Puede ser sintetizado via condensacién del dcido lactico o por el ciclo del dimero del
acido lactico.

Este polimero se presenta en tres estereoformas: L-PLA, D-PLA y DL-PLA. El L-PLA
y el D-PLA son semicristalinos y exhiben alta resistencia a la traccion y baja
elongacion. Por otro lado, el DL-PLA es mas amorfo exhibiendo una distribucion
aleatoria de las formas isoméricas del dcido lactico dependiendo de la cantidad de D 6
L-polimero.



La composicién estereoquimica del PLA tiene un efecto significativo sobre su alto
punto de fusion (120-175°C), sus propiedades mecanicas y su cristalinidad. Su
temperatura de transicion vitrea es de 55 °C.

En los ultimos tiempos, se ha puesto especial énfasis en desarrollar tecnologias con el
fin de lograr propiedades biolégicas, mecanicas y quimicas equivalentes ¢ superiores a
los polimeros convencionales. La frecuente necesidad de modificar a este poliester para
alcanzar propiedades adecuadas para su aplicacion ha demandado mucha atencion.

El PLA es un polimero eco-amigable por ser derivado de fuentes renovables, por su
biodegradabilidad y por ser reciclable y compostable. Ademas, su produccion consume
COs lo que lo hace mas interesante.

Otra caracteristica importante de este polimero es su biocompatibilidad. Esta propiedad
constituye su aspecto mds atractivo, en especial para sus aplicaciones en el drea
biomédica. Un material biocompatible no debe tener efectos téxicos ni carcinogénicos
sobre los tejidos locales. El PLA, al ser implantado en organismos vivos, incluyendo el
cuerpo humano, se hidroliza en sus a- hidroxi- dcidos constitutivos, los que son luego
incorporados en el ciclo del é4cido tricarboxilico y excretados. Por lo tanto, los
productos de degradacion de este poliéster no tienen efecto téxico, haciendo de €l una
opcion natural para aplicaciones biomédicas.

Respecto a su produccién y manufactura, tiene muy buena procesabilidad térmica y
requiere de 25-50% menos energia para su produccién que los derivados del petrdleo,
lo cual disminuye su costo.

El PLA tiene ciertas limitaciones que deben ser consideradas:

Es un polimero quimicamente inerte presentando grupos no reactivos en su cadena.
Esto hace que su modificacion, tanto superficial como en volumen, sea una tarea
desafiante. Ademas es relativamente hidrofobico, lo cual resulta en una baja afinidad
por las células, condicién no deseable durante su uso como sustrato de tejidos
biolégicos.

La biodegradacion es considerada un importante criterio de seleccion para aplicaciones
biomédicas. Una velocidad de degradacion demasiado lenta, lleva a una larga vida in
vivo que, en ciertas condiciones, puede significar un periodo de afios.

No obstante el PLA es un polimero biodegradable, su tasa de degradacién es lenta y
depende de una serie de factores como ser: estructura quimica, peso molecular,
distribucién de peso molecular, temperatura de transicién vitrea, temperatura de fusion,
cristalinidad, drea superficial e hidrofilicidad [4, 5, 6].

Si bien se cree que su degradacion ocurre estrictamente a través de una reaccion de
hidrélisis, sin involucrar enzimas, se encontrd que las lipasas podrian catalizar esta
reaccion en el L-PLA [6].

La biodegradabilidad del PLA depende del medio al que esté expuesto. En el cuerpo
humano se cree que es inicialmente degradado por hidrélisis y que los oligémeros
solubles formados son metabolizados por la célula [6].

El principal inconveniente del PLA en cuanto a sus propiedades en volumen, ademés de
su baja tasa de degradacién es su pobre ductilidad. Han sido empleados varios métodos
para mejorar dichas propiedades modificando al polimero en volumen [7].

La interaccion entre la superficie del PLA y otros materiales juega un rol importante en
muchas aplicaciones biomédicas. Su funcionalidad quimica, hidrofilicidad, rugosidad y
topografia condicionan su aplicacion. Se han ensayado diferentes técmicas para
modificar la superficie del PLA [7].



1.1.1.2.2 Polihidroxibutirato (PHB)

La estructura quimica del polihidroxibutirato (PHB) es:
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El polihidroxibutirato (PHB) es un poliéster biocompatible, completamente
biodegradable, con actividad optica, piezoelectricidad y muy buenas propiedades de
barrera.

Es un material parcialmente cristalino, cuya temperatura de fusion es de 174 °C y su
temperatura de transicion vitrea de 4 °C.

Como hemos visto, este termoplastico pertenece a la familia de los
polihidroxialcanoatos (PHAs). Sus propiedades fisicas y mecanicas son comparables a
las del polipropileno (PP) isotactico. Es un polimero fragil y rigido. El grado de
fragilidad depende de su cristalinidad, microestructura y temperatura de transicion
vitrea [8].

El PHB no contiene ningun residuo de catélisis como otros polimeros sintéticos.

Es un polimero perfectamente isotactico sin ramificaciones de cadena.

No es soluble en agua, pero es 100% biodegradable. Es poco permeable al O,, al H;O y
al CO, [8].

Todos los PHAs son poliésteres producidos por microorganismos en condiciones de
crecimiento desbalanceadas. Hasta ahora solo algunos PHAs estin disponibles en
cantidades suficientes para su aplicacion en investigacion, entre ellos se encuentra el
PHB.

Este poliéster no es solo un polimero de almacenamiento de energia confinado a ciertas
bacterias, sino que estd involucrado en importantes funciones fisiologicas.

Se encuentra ampliamente distribuido en el medio intracelular formando complejos con
ciertas macromoléculas. El PHB, cuando forma parte de estos complejos, tiene una
singular habilidad para disolver sales y facilitar su transferencia a través de barreras
hidrofébicas. Esto define un potencial sitio fisiolégico para el PHB en el metabolismo
celular. De acuerdo a dichas caracteristicas, se sabe que el polimero, sus oligémeros y
monémeros lejos de ser citotoxicos, pueden ofrecer beneficios terapéuticos y
nutricionales [3].

En investigaciones anteriores se observé que el PHB en contacto con la sangre no
activa la respuesta celular del sistema de hemostasia, pero si, los sistemas de la
coagulacion y el complemento [2].



Se han realizado ensayos de cultivos in vifro con células de diferentes origenes sobre
este poliéster demostrando que el PHB puede ser usado como matriz para proliferacién
celular in vitro [2, 3].

Dado que el PHB es compatible con la sangre y los tejidos de mamiferos y que su
monomero precursor es el dcido 3-hidroxibutirico (metabolito normal del cuerpo
humano), el poliéster en cuestién podria ser usado para aplicaciones médicas.

1.2 Modificaciones superficiales de polimeros para aumentar
la biocompatibilidad

Las propiedades superficiales de los materiales influyen en los eventos iniciales de la
interfase célula-matriz determinando el éxito del cultivo y la hidrofilicidad juega el rol
principal en dicha interaccion, aunque ciertas propiedades como cargas electrostaticas,
impedimento estérico, fuerzas entropicas, energia de superficie, composicion quimica y
microestructura deben también ser consideradas ya que contribuyen a los fenomenos de
adhesion, proliferacion y propagacion celular.

Una de las técnicas empleadas para modificar la superficie de polihidroxialcanoatos
(PHAs) con el fin de mejorar la adhesion célula-polimero es la hidrélisis alcalina con
NaOH. Se han evaluado sus efectos sobre PHB y PLA obteniendo una mejora en la
biocompatibilidad de las superficies como resultado del tratamiento [9, 10, 11].

Por otro lado, hay trabajos que demuestran que el PHB induce una respuesta
inflamatoria aguda prolongada cuando es implantado in vive [11]. Este fenémeno
podria ser causado por falta de compatibilidad de la superficie del polimero con los
componentes biologicos presentes en el medio fisiolégico, entre ellos, las células.

Se ha intentado minimizar este efecto por modificacion superficial via hidrélisis
enzimdtica, obteniendo, en todos los casos, un aumento de cardcter hidrofilico de la
superficie con la consecuente mejora de su citocompatibilidad [10, 11].

Cabe destacar que, si bien en tanto la hidrélisis alcalina como el tratamiento con
enzimas mejoran la hidrofilicidad de las superficies del polimero, el crecimiento celular
evaluado luego sobre ellas tiene mejores resultados sobre las superficies tratadas con
lipasa. Esto se debe al efecto de cada tratamiento sobre la estructura fina del polimero.
El NaOH al ser fuertemente alcalino, no solo cliva las uniones ésteres de la cadena
principal como lo hace la enzima, sino que también destruye la microestructura
reduciendo la afinidad de las células por la superficie tratada [11].

Debe considerarse entonces, que en aguellos polimeros cuya superficie es expuesta a un
tratamiento con el fin de mejorar su biocompatibilidad, no solo se producirdn cambios
en sus propiedades hidrofilicas y su funcionalidad, sino también se verad afectada su
microestructura.

Habiendo demostrado que el tratamiento de los PHAs con lipasas promueve el
crecimiento de una determinada linea celular sobre su superficie, se ha evaluado si el
incremento de la mojabilidad via “recubrimiento” con un polisacirido lineal
altamente hidrofilico podria mejorar su biocompatibilidad. Las superficies resultantes
de este tratamiento son heterogéneas y solo en aquellas zonas donde la proporcion entre
las dreas hidrofilicas e hidrofébicas es 6ptima se favorece la adhesion y el crecimiento



celular. Esto debe ser considerado durante la seleccidn vy el disefio de biomateriales
[10].

El tratamiento de superficies poliméricas con plasma ha brindado también excelentes
resultados al aplicarse a membranas de PHB. Esta técnica ajusta las propiedades
fisicoquimicas superficiales para su aplicacion en ingenieria de tejidos [9, 12].

La implantacién de iones ha sido muy reconocida como un método util para mejorar la
superficie de metales y semiconductores sin alterar significativamente sus propiedades
en volumen. Se ha aplicado también para modificar la superficie de polimeros
utilizados en ingenieria de tejidos v medicina con el fin de mejorar su compatibilidad
con la sangre y los tejidos.

Se ha reportado un importante incremento en la mojabilidad del poliestireno con la
consecuente mejora de su citocompatibilidad producidos como resultado de este
tratamiento [13].

Por otro lado, la implantacién de los iones 'C y "Ag demostré que la morfologia,
composicion quimica, y citocompatibilidad de las superficies tratadas estin
intimamente relacionadas con la dosis de implantacion 2, 14, 15].

En los tltimos afios se ha utilizado la irradiacién iénica para modificar la superficie de
polimeros pues permite la creacién de grupos polares. De esta forma se logra una
mejora en su interaccion con los componentes biologicos lo que los hace mas aptos
para ser empleados en ingenieria de tejidos como sustrato de cultivos celulares.
La irradiacién i6nica de peliculas de polisiloxano, induce cambios quimicos,
responsables de una importante disminuciéon del cardcter hidrofobico, como
consecuencia de la formacion de especies quimicas polares [16].
Recientemente se han estudiado los cambios producidos por este tratamiento en las
propiedades fisico quimicas superficiales y la topografia a nanoescala de polipropileno
y poliestireno examinando su correlacion con el fenémeno de adhesion celular [17].
Se ha estudiado también en afios anteriores, el efecto de la irradiacion sobre la
superficie de otros dos polimeros, poliuretano y polietersulfona, observiandose una
significativa mejora de su biocompatibilidad dependiente de la fluencia de irradiacion
18].
Lasta el momento, las investigaciones realizadas confirman la teoria de que la
irradiacion de iones promueve la formacion de superficies biocompatibles a través de la
activacion de grupos quimicos especificos, siendo, la propiedad de mojabilidad solo
una consecuencia de las modificaciones quimicas superficiales.

1.3 Degradabilidad de polimeros empleados en implantes
biomédicos

Hemos visto que algunos componentes de implantes médicos estin hechos de
materiales poliméricos que deben cumplir con ciertas funciones y requisitos. En todos
los casos la integridad y estabilidad del biomaterial son muy importantes.

Para algunas funciones se desea que sean estables en el tiempo, mientras que para otras,
como es el caso de los “sustratos” en ingenieria de tejidos, se requiere la degradacion y
desaparicién del polimero, una vez que haya cumplido su funcién en la regeneracién



del tejido. En todos los casos es muy importante conocer la quimica que involucra el
proceso de degradacion al igual que la cinética del mismo.

Hay cuatro mecanismos de degradacion de polimeros involucrados en los implantes
[19]:

Degradacion oxidativa
Degradacion enzimatica
Degradacion fisica
Hidrélisis

Degradacion oxidativa: Ocurre como consecuencia de la accion de las defensas
biolégicas en las que las células inflamatorias liberan agentes oxidantes que difunden
en los implantes poliméricos v los degradan. La susceptibilidad a dicho mecanismo de
degradacién depende de la facilidad con que puedan generarse radicales libres en el
polimero, condicion necesaria para la iniciacion de la reaccion.

Degradacién enzimdtica: Se debe también a la accién defensiva contra el material
extrafio implantado. Las enzimas pertenecen al sistema biologico del huésped, por lo
tanto, las diferencias individuales en los valores enzimiticos determinan una
variabilidad en la degradacidén de los implantes en la poblacion.

Degradacion fisica: Se debe principalmente a la friccion mecénica asociada al
movimiento bajo presién, otra causa es el hinchamiento por el agua, lo cual puede
afectar la funcion del polimero, si este cambia significativamente su temperatura de
transicion vitrea, su geometria o sus propiedades mecdnicas.

Hidrélisis: Es producida por acciéon del medio acuoso. En los polimeros solidos, la
movilidad molecular, ya sea en estado vitreo o gomoso, es mucho menor que para los
polimeros en solucion y esto limita la degradacion hidrolitica. Por otro lado la
accesibilidad de las moléculas de agua a las uniones éster depende del caracter
hidrofilico del polimero el cual, a su vez, aumenta durante la hidrélisis como resultado
de la generacion de cadenas cortas hidrofilicas.

El coeficiente de difusién del agua en los polimeros solidos no es muy sensible al
estado del mismo (vitreo, gomoso, cristalino).

Las sales y los iones, usualmente, difunden poco en los polimeros por lo tanto, iones
tales como H™ y OH del medio no tiene efecto significativo en la degradacion en
volumen, pudiendo si influir sobre la superficie. En presencia de dcidos orgénicos en el
medio, estos pueden difundir en el polimero acelerando de esta manera la degradacion.
Entonces, en la degradacion hidrolitica de los poliésteres solidos, tales como PHB y
PLA, es necesario el acceso de las moléculas de agua a las uniones éster, lo cual
dependera de la hidrofilicidad del material.

Durante la degradacion hay un fenémeno de autoaceleracion de la reaccion hidrolitica
donde los carboxilos finales de las cadenas catalizan la reaccion. Dicho fenémeno
depende de la concentracion de cadenas terminales, lo que estd determinado por el peso
molecular del polimero. En polimeros de alto peso molecular este fendémeno es
insignificante.

En los polimeros aplicados en ingenieria de tejidos es necesaria su degradacién en un
perfodo de tiempo comparable con el proceso de curacion. En estos casos el tiempo en
el que el polimero queda completamente degradado y pierde su masa es muy



importante. Durante dicho periodo, el polimero libera productos de degradacion, los
cuales, dependiendo de sus propiedades fisicas v quimicas y de la velocidad de
liberacion pueden comprometer la biocompatibilidad del implante.
Conociendo el mecanismo de degradacion, los productos de degradacion v el medio
donde se aplicara el implante, podra predecirse el éxito del mismo.

Un incremento de la porosidad, un mayor cardcter hidrofilico, un aumento del area
superficial expuesta al medio y/o un aumento del contenido amorfo del polimero
incrementaran la tasa de degradacion [20].

La caracterizacion detallada de las propiedades superficiales de los polimeros
estudiados es crucial en el disefio de nuevos biomateriales, no solo por su
biocompatibilidad, sino también por ser la superficie del matenial la parte de éste que
estard en contacto con el medio fisioldgico una vez implantado permitiendo o no el
inicio de su degradacion.

Como hemos mencionado, los polimeros biodegradables son ampliamente estudiados
para ser usados en medicina y cirugia de implantes. El disefio de tales materiales debe
considerar su degradacion in vivo en forma controlada en un periodo de tiempo
predeterminado luego de la implantacién en el organismo, de manera tal que haya
logrado una funcion particular en ese lapso de tiempo. Una vez cumplido su objetivo el
polimero biodegradable, deberia, idealmente, ser reabsorbido por el cuerpo de manera
predecible sin que sea necesaria una remocién subsecuente.

La degradacion provoca un cambio en la estructura del material y, por lo tanto, en las
propiedades. Dicho cambio es producido por el medio y, como hemos mencionado,
involucra varios mecanismos.

La biodegradacion verdadera de un polimero implantado deberia referirse estrictamente
a la producida por la accion de los componentes del medio fisiologico. Para estudiarla,
podria llevarse a cabo una hidrolisis in vitre reproduciendo con la mayor fidelidad
posible las condiciones de dicho medio para luego extrapolar los resultados al
comportamiento del material in vivo.

1.3.1 Biodegradabilidad de los polimeros PHB y PLLA

Hemos visto que el PHB es considerado un plastico natural biodegradable
potencialmente tutil para diferentes aplicaciones en el campo de la medicina por lo que
su biocompatibilidad ha sido y es muy estudiada. En contraste a esto, y a la gran
cantidad de estudios realizados sobre su degradacion bacteriana in vitro, la distribucion
tisular y degradacion luego de su administracion en animales no esta bien documentada.
No obstante, hace algunos afios se han realizado estudios de degradacion in vive
examinando la actividad inflamatoria y la biodegradacion del PHB en ratas
demostrando que este material no desencadena respuesta inflamatoria, por lo que podria
ser usado en diferentes aplicaciones como biomaterial [20].

Se ha investigado sobre la degradacion y las propiedades del PHB con el fin de disefiar
implantes temporarios para la regeneracion de tejido 6seo. El polimero, de algin modo,
altera sus propiedades y se biodegrada en respuesta al medio extracelular, reduciendo
su rigidez, resistencia y volumen fisico permitiendo asi que el nuevo tejido adquiera su
posicién y funcién fisiolégica sin presentar problemas crénicos asociados con la
presencia de los implantes a largo plazo [22].
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Respecto al PLA, su mecanismo de degradacién en medio acuoso es alin materia de
estudio y discusion en la literatura. Muchos autores indican que su degradacion in vitro
ocurre por hidrélisis no enzimatica al azar de las uniones ésteres, la cual es acelerada in
vivo por la presencia de enzimas celulares. Se cree que el producto final de degradacion
de los polilacticos es el acido lactico que eventualmente es procesado a través de
caminos metabdlicos normales, y eliminado del organismo como COs y H>0. Su tiempo
de reabsorcion completa dependera de su estructura quimica, su peso molecular y
polidispersidad, su cristalinidad y morfologia [5].

Se ha analizado. por la técnica de Espectroscopia de Infrarrojo con Transformadas de
Fourier con sistema de Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR), el proceso de
hidrodegradacion in vitro del PLA. Este polimero es un material estable y su tiempo de
reabsorcion total in vivo es de alrededor de 2 — 3 afios. Dicha caracteristica puede
explicarse por su estructura quimica, su alto peso molecular y su alta cristalinidad [5].
La microestructura del PLA influye en su susceptibilidad a la degradacion, la parte
cristalina es mds resistente respecto a la parte amorfa y la tasa de degradacion
disminuye conforme aumenta la cristalinidad. La degradabilidad también depende del
peso molecular, siendo los poliésteres de mayor peso molecular mas lentamente
degradados. Por su parte la temperatura de fusion (Ty) tiene un fuerte efecto en la
degradabilidad enzimatica, siendo aquellos polimeros de mayor Ty menos degradables

[6].

Se ha reportado que la biodegradabilidad del PHB, en ensayos in vitro y en implantes
practicados en ratones, es mayor que la del PLA [4, 23].

En ambos polimeros, se produce un aumento de la cristalinidad como consecuencia del
proceso de degradacion [23, 24].

En el caso particular del PHB la degradacion es acompafiada con una caida de peso
molecular continua con cromatogramas de caricter unimodal. Esto sugiere que su
hidrélisis comienza al azar por corte de cadenas tanto de la region amorfa como
cristalina [23].

En trabajos donde la superficie de peliculas de PHB fue modificada por
“polimerizacion por injerto” inducido por radiacion, se observd que la
biodegradabilidad del material resultante depende de la hidrofilicidad del injerto
empleado, lo que sugiere que las propiedades hidrofobicas/hidrofilicas de la superficie
del polimero condicionan su degradacion [25].

Recientemente, se ha estudiado la estabilidad radiolitica del PHB exponiéndolo a
radiacién v. Este tipo de irradiacion, a diferencia de la irradiacién con iones, modifica al
polimero en volumen, por lo que es importante estabilizarlo a través del agregado de
aditivos previo a la irradiacion para que el material pueda cumplir con su funcién
especifica.

El dafio producido por la irradiacion y en las peliculas de PHB acelera su degradacion,
siendo mas notorio este efecto en estudios in vivo. Esto sugiere la posibilidad de la
accion de ciertos componentes presentes s6lo en el medio fisioldgico, los que actuarian
en los polimeros suficientemente pre-degradados por el dafio producido por la
radiacion.

La radiacién y produce cortes de la cadena principal, lo que promueve la degradacién
molecular y facilita el ataque enzimatico.

Se sabe entonces que la radiacién vy, por influir sobre la estructura molecular del
polimero puede aumentar su susceptibilidad a la degradacion [26, 27].
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Capitulo 2
Irradiacion: Conceptos y su aplicacion en polimeros

2.1 Introduccion

El estudio de los efectos producidos por la radiacién, ya sea iones, electrones o rayos X
y su interaccion con los materiales es un campo en continua evolucion, de gran interés
y con importantes aplicaciones tecnolégicas.

Entre las primeras aplicaciones de la radiacion se encuentran los rayos X de baja
energia para determinar la estructura de los materiales y con propdsitos médicos. Con el
desarrollo de fuentes de mayor energia y/o alto voltaje fue posible encarar la
modificacion de las propiedades de los materiales irradiados y su comercializacion [1].
Durante la Gltima década. los estudios se han concentrado en los efectos de la radiacién
en los materiales poliméricos por su potencial aplicacion a los desarrollos en
microelectronica.

2.2 Interacciones de la radiacion con la materia

.as radiaciones ya sean particulas cargadas o radiaciones electromagnéticas de alta
energia se diferencian por su interaccién con la materia. Las particulas cargadas al
penetrar en un material pierden parte de su energia cuando interactian con los
electrones libres o ligados y otra parte en colisiones con los 4tomos, mientras que la
radiacion electromagnética (rayos gama) inferactia en procesos unicos con atomos,
electrones o niicleos de acuerdo con la energia del fotén incidente.

2.2.1 Interaccion de los iones con la materia

Una particula cargada moviéndose a través de la materia pierde energia interactuando
con electrones ligados o libres y con nicleos atémicos. En ambos casos existe una
interaccion eldstica o ineldstica, lo cual da lugar a distintos tipos de colisiones. En las
colisiones electronicas el i6n cede una parte de su energia a los electrones libres o
ligados del sélido, disipando esta energia recibida en chogues secundarios o ionizacion
secundaria. En las colisiones nucleares la interaccion se realiza con los nicleos de la
matriz, entregindole energia de translacion a los dtomos del medio.

El fenébmeno observado depende de la masa del idn, su nimero atémico y su energia
cinética como asi también de la masa y niimero atémico de las particulas del blanco. El
paso del i6n a través de un solido causa tres clases de fenomenos como puede verse en

la figura 2.1 [4]:

1. Efecto en el idn. Un efecto importante es el de pérdida de energia del i6n. El mismo
presenta cambios en su estado de carga (ya sea por perder o ganar electrones al
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interactuar con el medio) y cambios en su direccion original por la colision con un
dtomo del material que atraviesa.

2. Emision de radiaciones. Al pasar el ion por el sélido se producen radiaciones
secundarias de muy baja energia que son dificiles de detectar.

3. Efectos internos. Son los procesos internos que ocurren en la muestra. No son
directamente medibles y estin asociados a la radiacion secundaria.

biancnz Efectos en
. M. . el idn
E:r:nye;m . 22 Pérdida de
R i z /O/, i o
afectvo ATRHD UG
® > — carga
excitacion

) deswiaciin
Efectos internos o
electrinicos ¥ Radiaciones

atdrmicos ‘/ emitidas

colisiones luz visible
cascadas rayos X
iomzacion electrones
calor atomos
moleculas

Figura 2.1: Efectos observados en la interaccion de un i6n con un sélido

Interaccion de la radiacion con la materia

Pérdida de energia de un i6n al atravesar un material
La energia perdida por una particula cargada por unidad de camino recorrido se define
como el poder frenador (stopping power) y se representa con la funcion S(E):

dE
S(E) P
En su camino a través del solido el i6n pierde paulatinamente su energia y el poder
frenador varia en diversos Grdenes de magnitud, por eso su valor se representa
generalmente en escala doble logaritmica. Como se puede observar (Fig. 2.2) presenta
un maximo alrededor de 1 MeV/amu, denominado pico de Bragg. A mayores energias

la funcién decrece como 1/E, es el rango descrito por la teoria de Bethe Bloch (BB) [5]

y para energias menores al pico de Bragg decrece aproximadamente como -/ E , en el
rango descrito por la teoria de Lindhard- Scharff-Schiott (LSS) [6].

La teoria BB se aplica para altas energias y velocidades no relativistas, en forma mas
precisa cuando la velocidad del proyectil es ¥,))»,Z}"* donde v, =22x10°cms™' es
la velocidad de Bohr y Z, es el nimero atémico del i6n incidente. Esta teoria es valida
hasta que la velocidad se aproxima a v,Z°” a menores velocidades se reduce
paulatinamente la carga efectiva neutralizdndose el ion y el poder frenador electronico
comienza a ser proporcional a la velocidad del i6n incidente (LSS). Ambas teorias
describen adecuadamente la conducta general del poder frenador teniendo en cuenta la
dependencia con la energia y su magnitud.

La region de transicion, alrededor del maximo del poder frenador solo se describe
empiricamente.
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A muy bajas energias del i6n, algunos keV, justo antes del final del camino del i6n
prevalece el poder frenador nuclear.

Como los fenémenos de colisiones nucleares y electronicas se pueden considerar
independientes entre si, ¢l poder frenador puede expresarse como la suma de los dos
términos. Uno proveniente de las colisiones electrénicas v el otro de las nucleares:

1 Log (-dE/dx)

y,

Lindhard & Scharff

s—  Electronico

— Nuclear Eethe - Bloch

\

Reilativista

LogE

I
|
I
I
I
t
|
|
|
|
|
|
I
|
|
I
I
[

Y
-

keV V MeV 10 MeV

Figura 2.2: Grafico doble logaritmico del poder frenador en funcién de la energia donde
se muestran las distintas zonas correspondientes a distintos mecanismos.

dE _ dE " dE
dr Eb‘ muclear Eil‘ elecirinicn

Poder frenador electrdnico

Desde el punto de vista de la interaccion con los electrones la perdida de energia del i6n
en la materia se puede dividir en tres fases:

Energia transferida: Durante la primera fase la energia es transferida del ion a los
electrones individuales del material. La energia perdida por el ion y el desvio producido
pueden ser determinados a partir de las mediciones del dngulo y la energia antes y
después de atravesar la muestra.

Cascadas de colisiones electronicas: La segunda fase es la emision de electrones
(electrones delta) que transportan la energia perpendicularmente a la direccion del i6n
hasta una distancia de aproximadamente 1 ym [7].

16 =



Cascadas de colisiones atémicas: Al final del recorrido se forman cascadas de
colisiones atémicas producto de la repulsién coulombiana de los dtomos entre si que se
encuentran en el camino del proyectil. Este tipo de cascada tiene una dimensién mucho
menor que la electronica, y es de aproximadamente 0.01 zm [8].

Poder frenador nuclear

A medida que disminuye la energia del proyectil las nubes electronicas que rodean los
niicleos del blanco se hacen mas dificiles de penetrar por el i6n incidente. En un caso
limite el proceso de impacto se puede representar por la colision de dos esferas rigidas
de masa comparable. Si se incrementa la energia, méis de 0.1 MeV/amu, las nubes
electronicas de ambos dtomos se interpenetran v se puede observar un fenomeno de tipo
dispersion de Rutherford puro. Las colisiones nucleares permiten una transferencia
directa de momento y energia del proyectil al &tomo de la muestra.

Energia perdida por unidad de camino

Al penetrar el i6n en la materia, interactia con los electrones del solido. Como la masa
del i6n es mucho mas grande que la de los electrones, su direccion no se vera
mayormente afectada pero si sufrird una pérdida de energia. Los electrones de la
muestra emitidos (rayos delta) se desplazan perpendicularmente a la direccion del i6n
pudiendo recorren varios micrones hasta perder totalmente su energia por ionizacion de
otros atomos y calentamiento de la muestra [9]. Considerando una particula de masa
mj, numero atémico z; y carga ¢; que se propaga en un medio absorbente con
velocidad uniforme v; en forma rectilinea e interactiia en forma Coulombiana con un
atomo del medio de masa my, z;, inicialmente en reposo y asumiendo que la muestra
tiene una superficie S, un espesor Ar y que contiene N particulas por elemento de
volumen, la probabilidad de que ocurra una colision esta dada por:

P,=NSAxo,

donde o, =2x pApes la seccién diferencial de corte, y p (pardmetro de impacto) la
distancia normal de la trayectoria del proyectil al centro del nicleo atémico.

Por otro lado la energia cinética transferida (7) como funcién del parametro de impacto
se puede expresar como:
_, 4t 1
r=2 F AT | 2
mv" p° +(b/2)

donde b = LT - Y My = m, m,
1/2myv m; +m,

La energia trasferida entre p y p + dp se puede expresar como:

dl =T(p)o, =T(p)2n pdp

Integrando sobre todas las particulas de la muestra contenidas en un blanco de espesor
dx y un drea unidad se obtiene la energia perdida por el proyectil en una distancia dx.
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Considerando que la masa del i6n es mucho mayor que la de las particulas del blanco,
la energia perdida a causa de las colisiones electronicas (dE), seria:

(dE), = ~Ndx [ dT =N dx [~ T(p)2pdp

donde N, es el niimero de electrones del blanco por unidad de volumen.
Para calcular la energia perdida a causa de colisiones electronicas se divide la ecuacion
anterior por dx reemplazando T luego de un cambio de variable resulta:

[_ ‘i] = N.dx [~ T(p*)22pdp = N, [ T(p")d(p*)

sustituyendo en la ecuacion de la energia cinética transferida, [p* + (b=2)"] por x y
considerando que Py, €s muy grande entonces obtenemos:

F e | T
[— JEJ =mﬁrzz Z(IIE}IE -r_: ;_t#
dx J, m,v WY x

dx mv

r

{— dEJ —axB) e Ny m(z‘zw)

2

donde b= 22"9! . Finalmente se obtiene la expresién del poder frenador electrdnico
m.v

segun la teoria de Bohr [10].

2.3 Irradiacion de polimeros

En esta seccion se definirdn los parametros mas importantes referentes a la radiacion.
Como ser rango, dosis, fluencia, y tasa de radiacion o rendimiento.

2.3.1 Terminologia de la radiacion

Rango de los iones

En su trayectoria dentro de un absorbente, la particula cargada disminuye
progresivamente su energia hasta llegar al reposo luego de atravesar cierto espesor. Se
define como alcance, al espesor minimo de absorbente que resulte suficiente para que la
particula pierda totalmente su energia en él. Este alcance esta sujeto a una fluctuacion
estadistica que hace que particulas con igual energia inicial tengan distinto alcance [11].

R=[(©y e
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Flujo y Fluencia

El flujo (43,) es el nimero de particulas que inciden por unidad de superficie y por
unidad de tiempo. Se expresa en cm™ s’

La fluencia es la integracion del flujo en el tiempo, es decir la cantidad de particulas
incidentes por unidad de superficie. Sus unidades son em”.

Dosis

Dosis es la cantidad de energia absorbida por unidad de masa, que en el sistema
internacional se mide en Gray (1Gy = 1J/kg). La dosis depende evidentemente de la
fluencia como también de la manera en que el proyectil deposita su energia a lo largo
de la trayectoria, es decir de su poder frenador. La dosis y la fluencia se pueden
relacionar mediante la siguiente ecuacién:

D= I.ﬁﬂixlﬂ'”ibp.r(i)!

La velocidad de deposicion se expresa como la dosis por unidad de tiempo (Grays/s).
Tasa de radiacion guimica

[La tasa de radiacién quimica (G) se expresa como el nimero de procesos iniciados por
efecto de la radiacién a nivel molecular que ocurren por cada 100 eV de energia
absorbidos por el medio. En el sistema internacional las unidades son en mol. I y no es
constante con la dosis. En un material polimérico, G representa el nimero de un cierto
tipo de efectos que se producen en el polimero al irradiarse, (trans-vinyleno, dieno,
alquino, corte de cadenas o entrecruzamiento) cada 100 eV de energia depositada. Por
ejemplo G(R #) es el nimero de radicales libres que se producen por cada 100 eV. En el
caso de entrecruzamiento se la llama G(X) y para corte de cadena se indica como G(S).

2.3.2 Irradiacion ionica

La radiacion se puede dividir en dos grandes grupos [12].

1. Radiacién de baja densidad de ionizacién (bajo LET. energia lineal transferida) tal
como rayos X, gama y electrones rapidos.

2. Radiacién de alta densidad de ionizacion (alto LET) producida por iones pesados de
alta energia.

Estos dos grupos se diferencian por la produccion de distintos fendmenos fisico
quimicos.

2.3.2.1 Radiacién de baja densidad de ionizacién

Este tipo de radiacién es la mas utilizada en el campo de irradiacién de polimeros. Las
muestras irradiadas son de un gran espesor ya que el rango de las radiaciones utilizadas
es de algunos centimetros para los rayos X y gama y de varios milimetros para
electrones rapidos.

La deposicion de energia se produce en forma homogénea sobre todo el volumen de la
muestra, esto hace posible definir exactamente la dosis absorbida por la misma.
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Las reacciones quimicas que se producen con este tipo de radiacién han sido muy bien
estudiadas sobre todo en cuanto a cambios fisicos v quimicos ya que algunas de estas
transformaciones se utilizan en aplicaciones industriales.

Cambios quimicos producidos

Los cambios quimicos por efecto de la radiacion dependen fuertemente del peso
molecular del polimero. Se observd que la energia depositada necesaria para producir
ionizacion primaria y excitacion (20 - 30 eV) es mucho mayor que las energias de
unidén de muchas de las sustancias organicas simples (3 — 5 eV). Existen ciertas reglas
que no estan del todo bien establecidas pero sirven de guia. Por ejemplo en
hidrocarburos lineales las uniones C-H se rompen mas frecuentemente que las uniones
C-C a pesar de la baja energia de unién de ambas. Ademas los cambios fisico quimicos
dependen también del lugar en la molécula donde ocurre la interaccion.

Los cambios quimicos mas comunes en moléculas organicas irradiadas son:

Evolucion de gases, donde el hidrégeno es el mas importante ya que es el mas
liviano.

Creacion de doble uniones.

Corte de uniones C-C, formando compuestos de menor peso molecular

Reacciones radical-radical formando moléculas de mayor tamafio.

Estos mismos procesos se observan en los polimeros. La evolucion de gases y la
presencia de doble uniones ocurren en casi todos los polimeros. El corte de cadenas
destruye el material ya que al cortar las macromoléculas reduce su peso molecular y por
ende su resistencia mecanica.

Por otro lado, la combinacién de radicales que unen una cadena con otra, genera el
fenomeno de entrecruzamiento que aumenta el peso molecular del material. Este
entrecruzamiento eleva el punto de fusién del polimero [13] y lo hace insoluble en los
solventes que normalmente suelen atacarlo.

Hay polimeros en los cuales la irradiacién produce mas cortes de cadena que
entrecruzamiento y otros en los que ocurre lo contrario. Los polimeros en los cuales el
mecanismo predominante es el corte de cadenas, son denominados como de revelado
“positivo”. Las zonas irradiadas se disuelven mas rdpidamente que las zonas no
afectadas por la radiacion. Mientras que los polimeros donde predomina el
entrecruzamiento se denominan de revelado “negativo™.

En estos Gltimos las zonas irradiadas son menos solubles y son mas resistentes al ataque
quimico del disolvente.

Al irradiar en una atmésfera inerte pueden ocurrir las siguientes reacciones:
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CHy—CHy—CHy— ~ Hot — CHy—CH o —CHy—

CHy =CHa=CHy 4 Og = =CHy= CH = CHy -
{1e

~CHs=CH = Clla= = =CHa = CH = O + o = Clfy

e

donde el simbolo  representa a un radical libre.

Los polimeros que tienden a realizar entrecruzamiento, si son irradiados en presencia de
aire pueden producir cortes de cadena sin que se entrecrucen.

2.3.2.2 Radiacion de alta densidad de ionizacién

Este tipo de radiacion es de interés en diversas dreas de estudios especificos como ser la
deteccion de particulas de alta energia (ya sea en el espacio o las producidas por un
acelerador de particulas), la formacién de agujeros micrométricos de tamafio controlado
(membranas), microlitografia y otros.

El rango de esta radiacién es muy pequefio. Los cambios quimicos que ocurren en la
trayectoria de la particula por el material, tienen cierta dificultad para ser caracterizados
a causa de la pequefia porcién de material afectado. La energia depositada en cada
trayectoria es caracteristica del tipo de ion y su energia. El radio efectivo de la traza
afectada no estd claramente definido, por lo tanto no se puede hablar de una dosis
absoluta depositada en términos de Grays sino de una dosis promedio. La dosis local
real responsable de los cambios quimicos es varios ordenes de magnitud mas alta que la
utilizada en las radiaciones convencionales.

Cambios quimicos producidos

Como resultado de las colisiones atomicas y electronicas cercanas al camino del i6n se
forma una nube de vacancias e intersticiales. En regiones mads alejadas, la cascada
formada por las colisiones electrénicas produce la excitacion de dtomos y moléculas
produciendo reacciones quimicas. La distribucion local de energia se puede obtener
aproximadamente realizando simulaciones computacionales [14]. Finalmente los
defectos atomicos se reorganizan formando el nicleo de la traza, una zona altamente
perturbada que segin el i6n utilizado puede tener un didmetro aproximado de 0.01 gm.
Esto involucra la difusion de muchas particulas generando una zona muy perturbada del
sélido. Los defectos producidos por los electrones dan origen a sitios activos (radicales,
etc.) hasta una distancia de aproximadamente 1 4m denominada penumbra o halo, cuyo
tamafio depende fuertemente del ién.

Entre los modelos semiempiricos que describen la zona del Nucleo de la traza podemos
citar:
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Explosién coulombiana: Como resultado de la ionizacion primaria a lo largo de la
trayectoria del ion se forma una nube de dtomos despojados de la totalidad de sus
electrones. Los electrones son emitidos a gran distancia. En los metales las nubes
ionicas asi formadas son neutralizadas inmediatamente después del paso del i16n, sin
embargo en los aisladores, los electrones no pueden neutralizar la nube debido a las
trampas electronicas. Esta nube iénica contiene una gran cantidad de energia
electrostatica almacenada que produce su expansion en forma explosiva y se transforma
en la fuerza impulsora para generar la cascada de colisiones atomicas que disipa la
energia contenida en la red.

Modelo de pico térmico El modelo del pico térmico (termal spike) propuesto por
Vineyard en 1976 [15] reemplaza el complicado proceso de la cascada de colisidon
atomica suponiendo un crecimiento abrupto de la temperatura, miles de grados, en un
cilindro infinitesimal alrededor de la trayectoria del i6n en el tiempo t=0 (figura 2.3).
Después del paso del i6n para un tiempo t > 0, la energia térmica induce la difusién
fuera de la trayectoria del ion. El pico térmico crea defectos por activacion térmica que
permanecen como defectos congelados a lo largo de la trayectoria del i6n debido a que
la temperatura desciende bruscamente.

lones pesados de alta energia

Los iones interactian principalmente con los dtomos por procesos de colisiones
ineldsticas, que producen una ionizacion de los dtomos y la excitacion e jonizacién de
los electrones ligados.

Una de las caracteristicas de la irradiacién es la heterogeneidad de la distribucion
espacial en energia depositada. Esta energia se deposita en un pequefio volumen, con
simetria de revolucion a lo largo del camino del ion. Considerando, como en el caso
anterior, ausencia de oxigeno se producen las siguientes reacciones:

Destruccion global del polimero por la densidad de energia depositada y la
amorfizacién de regiones cristalinas que se produce directamente en la traza del ién. La
concentracion de saturacion de estos grupos es mayor para los iones que para los
electrones. La energia depositada por el i6n tiene probabilidad de re-excitar una unién
doble ya formada, esto podria llevar al entrecruzamiento, o a la formacidn de radicales
libres.

Deposicion de Difusion del calor Defactos permanentes
energia T
/' ‘
[« 0 t=10 t =0 = =

Figura 2.3: Pasos basicos del modelo de thermal spike

e



Referencias

[1] A.Charlesby. Present and future developments in polymer radiation.Nucl.Inst.and
Meth. B, 105 (1995) 217-24.

[4] P. Armbruster and J.C. Jousset, Radiation Effects and Defects in Solids 110 (1989)
1.

[5] S. P. Ahlen. Theoretical and experimental aspects of the energy loss of relativistic
heavily ionizing particles.Rev.Mod. Phys., 52 (1980) 121-73.

[6] J. Lindhard, M. Scharff and H.E. Schiott. Range concepts and heavy ion ranges.
Mat. Fys. Medd. Dan., 33 (1963) 1.

[7] J. Schou. Transport theory for kinetic emission of secondary electrons from solids.
Phys. Rev. B, 22 (1980) 2141-74.

[8] I.P. Biersack and L.G. Haggmark. A Monte Carlo computer program for the
transport of energetic ions in amorphous targets. Nucl. Inst. Meth. B, 174 (1980) 257.

[9] G. Garcia Bermidez and M. Alurralde. Anélisis de superficie utilizando iones
pesados. En: A.Somoza, A. Lopez Garcia Caracterizacion v estudio de materiales por
técnicas nucleares. Tandil: Universidad Nacional del Centro de la Pcia. de Buenos
Aires, (1998) 9-48.

[10] M. Bohr, K. Dan. Vidnesk. Selsk.Mat. Fys. Medd. 18 (1948).

[11] H.E. Bosch, Elementos de fisica nuclear. Buenos Aires: CAESE, (1970).

[12] A. Chapiro. General consideration of the radiation chemistry of polymers.
Nucl.Inst.and Meth. B, 105 (1995) 5-7.

[13] S.P. Tripathya, R. Mishraa, K.K. Dwivedib, D.T. Khathinga, S. Ghoshb, D. Fink .
Radiation Measurements 35 (2002) 95 — 98.

[14] H.G. Paretzke. Radiation track structure theory. New York:John Wiley; (1986).

[15] G.H. Vineyard. Thermal spikes and activated processes. Radiation Effects, 29
(1976) 245-248.

=23



Capitulo 3

Fundamentos teoricos de las técnicas utilizadas

3.1 Irradiacion. Descripcion del acelerador de iones pesados

El acelerador TANDAR instalado en la Gerencia de Investigacion y Aplicaciones de la
Comision Nacional de Energia Atémica, es del tipo Pelletron de 20 MV de voltaje
méximo. La figura 3.1 muestra un croquis esquematico del mismo. Las principales
partes que lo componen son:

Sistema de generacion de iones El sistema de generacion de iones o inyector es un
conjunto de fuentes de iones, imanes selectores, lentes magnéticas, etc., instaladas
dentro de una estructura cilindrica, destinada a producir y conformar un haz de iones
negativos, para ser luego inyectados en el acelerador de 20 MV.

Para obtener una gran variedad de iones, el sistema cuenta con tres fuentes de iones
negativas modulares e intercambiables. Una de ellas es del tipo dio-plasmatron
convencional para protones y deuterones, otra del tipo alphatross para acelerar helio y
la tercera de tipo “sputtering™ para el resto de los elementos. Con esta configuracion se
pueden generar e inyectar todos los elementos de la tabla periddica excluyendo los
gases nobles, a excepcidn del helio que, como se ha mencionado, cuenta con una fuente
de iones especial.

Acelerador El principio de funcionamiento, que permite la aceleracién de iones a
grandes energias, se basa en el uso de un intenso campo eléctrico. La columna del
acelerador esta constituida por 40 mddulos de aluminio, en los que se encuentran los
denominados tubos de aceleracion (pequefias secciones de aislador con electrodos de
titanio dispuestos periddicamente con el objeto de producir un gradiente de voltaje al
haz de jones que viaja en su interior con vacios del orden de 10”® Torr), separados entre
si por postes aislantes de 60 cm de alto y ubicados a ambos lados de la Terminal de alto
voltaje que se encuentra en el centro de la columna. El didmetro de la columna es de
2,15 m y su altura de 34,84 m, incluyendo la Terminal de alto voltaje. Cada médulo de
aceleracion recibe una tension maxima de 1 MV, resultando un voltaje total de 20 MV.
Hay cuatro secciones muertas (de no aceleracion) en las cuales se ubican equipos de
control, focalizacion y vacio. La estabilizacién de alto voltaje se realiza utilizando un
triodo corona controlado por un par de ranuras ubicadas a la salida del iméan analizador.
A los efectos de lograr un alto voltaje en la terminal del acelerador, es necesario
emplazar a este en una atmosfera dieléctrica, ya que en caso contrario, se producirdn
descargas eléctricas que impedirian alcanzar voltajes superiores al millon de voltios.
Por ello el acelerador estd contenido en un tanque de presion de forma cilindrica, de 7,6
m de didmetro y 36.3 m de altura, el cual es llenado con una mezcla de hexafluoruro de
azufre (SFg con nitrégeno, a una presion de hasta aproximadamente 10 atm. Cuatro
cadenas del tipo pelletron de aluminio y nylon son utilizadas para transportar 400 A de
carga a la Terminal de alta tensién, cuya dimension es de 2,44 m de didmetro y 4,88 m
de alto. Estas cadenas asociadas de a pares por dos motores de 15 HP, se encuentran en
la zona de baja energia (primera mitad de la columna). El sistema que permite
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transmitir potencia a los elementos que se encuentran e¢n la columna de aceleracion
incluyendo las secciones muertas y la Terminal de alta tension) esta compuesto de dos
ejes rotativos de lucite accionados por sendos motores de 25 HP situados en los
extremos (potencial cero) de la columna. Estos ejes mueven seis generadores de 400
ciclos v 5 kVA ubicados en las secciones muertas y el Terminal. Ademds, cada médulo
de aceleracion posee un pequefio generadar propio para el calentamiento de los rubos
Los tubos de aceleracion operan a una presion interna medida en el rango de 10® Torr,
debiendo soportar una presién externa de hasta 10 atm debido al gas aislador. El
Terminal de alto voltaje alberga, ademas de los elementos de vacio, monitoraje y
focalizacion, tres intercambiadores de carga en la Terminal (dos solidos con capacidad
para 200 folias cada uno y otro gaseoso con Nitrégeno como gas de intercambio) que
actiia sobre los iones negativos incidentes removiende los electrones periféricos,
transformandolos asi, a los iones, de simplemente negativos en varias veces positivos,
con la consecuente ganancia de energia en la segunda etapa. Inmediatamente después
de este proceso, una lente focalizadora, tipo triplete excéntrica, selecciona los estados
de carga emergentes focalizando solamente el deseado. Un nuevo intercambiador de
carga (solido con capacidad para 200 folias) se encuenira en la tercer seccion muerta
con el proposito de aumentar alin mas la energia de los iones emergentes.

Imsin analizador E] iman analizador doblemente focalizante con una relacion masa-
energia ME/Z? =500, posee un radio de curvatura de 2 m, una distancia focal objeto-
imagen de 6,1 m y la intensidad méxima del campo magnético es de 16 kGauss entre
polos. El imén estd montado sobre una base giratoria de tal manera de poder dirigirlo y
alinearlo con cada una de las diferentes lineas experimentales. Ademas de la salida a
90° existen salidas a 0° y a 15°, esta Gltima disefiada para poder analizar y desviar haces
moleculares pesados que no puedan ser desviados a 90°.

Linea de medicién Cada linea de medicion consta de un cuadrupolo para focalizar el
haz. Dos pares de imanes desviadores (steerer) perrmtr:n desplazar el haz sobre el
blanco. El sistema de vacio, que permite obtener un vacio del orden de 107 Torr, esta
compuesto de un sistema de bombeo junto con dos valvulas: una enfrentada al iman
analizador y otra a la cAmara del usuario. El sistema de bombeo varia en las diferentes
lineas instaladas, constando generalmente de una bomba idnica y una sublimadora de
titanio en el tubo de transporte del haz hasta la cdmara, y bombas varias (criogénica,
turbo, etc.) en la zona accesible al experimentador.

Sistema de control La consola de control estd compuesta por siete bastidores de
tamafio estindar. La distribucion de equipos en ella es tal que recorriéndola de
izquierda a derecha equivale recorrer el acelerador desde el inyector (Nivel 56 m) hasta
las lineas experimentales (Nivel 0 m). El sistema de control estd comandado por una
‘computadora con sus periféricos habituales.
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Figura 3.1: Vista del acelerador TANDAR, en donde se observa el tubo acelerador, el
terminal de alta tensién v dos salas experimentales.

3.2 Microscopia electronica de barrido

El microscopio electronico de barrido (SEM) permite la observacion y caracterizacion
superficial de materiales inorgénicos y orgdnicos, entregando informacion morfologica
de la muestra analizada.

Las principales caracteristicas de esta técnica son la alta resolucién (~100 A), la gran
profundidad de campo que le da apariencia tridimensional a las imdgenes y la sencilla
preparacion de las muestras.

En el microscopio electrénico de barrido, el haz electronico incide sobre la muestra.
Un generador de barrido es el responsable de producir el movimiento de dicho haz, de
manera que barra la muestra punto a punto. De la interaccion entre los electrones
incidentes con los dtomos que componen la muestra se generan sefiales, las cuales
pueden ser captadas con detectores adecuados para cada una de ellas.

El detector capta una sefial y las convierte en una sefial electronica que es proyectada en
un tubo de rayos catddicos (CRT). El barrido del haz esta sincronizado con el barrido
del CRT y produce una relacion uno a uno entre puntos de la muestra y puntos en el
CRT.

Uno de los detectores mas comunes es el detector de electrones secundarios SEI
(Secundary Electron Image). Los mismos son emitidos desde la muestra como
consecuencia de las ionizaciones surgidas de las interacciones ineldsticas. Por esta
razom, poseen baja energia (50 ev). Ellos brindan una imagen de la morfologia
superficial de la muestra.

Ademas del SEI puede utilizarse un detector de electrones retrodispersados que permite
la obtencion de imégenes de composicion y topografia de la superficie BEI
(Backscattered Electron Image), y un detector de energia dispersiva EDS (Energy
Dispersive Spectrometer) que permite colectar los Rayos X generados por la muestra y
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realizar diversos andlisis e imagenes de distribucién de elementos en superficies
pulidas. Sus andlisis proporcionan datos como textura, tamafio y forma de la muestra.

3.3 Angulo de contacto

El dngulo de contacto es una propiedad superficial de los sélidos que cuantifica su
tendencia a la hidrofobicidad como parametro importante para analizar los mecanismos
de interaccion entre las fases solida y liquida.

El dngulo de contacto © es el angulo que forma la tangente de la superficie del liquido
(gota yacente) respecto a la superficie de contacto con el solido (figura 3.2).Esta
determinado por la resultante de las fuerzas adhesivas y cohesivas.

Como la tendencia de una gota a expandirse en una superficie plana aumenta con la
disminucion del angulo de contacto, este dngulo proporciona una medida de la inversa
de la mojabilidad.

/

/—

Figura 3.2. Representacion esquematica del angulo de contacto 0

Una manera de poderlo determinar es depositando una gota de liquido sobre la
superficie de un sélido, esta gota se ilumina para poder mantener una imagen con sus
bordes muy bien definidos y asi poder calcular las coordenadas del perfil de la gota.

3.4 Técnicas espectroscopicas

3.4.1 Espectroscopia de infrarrojo con transformadas de Fourier
(FTIR)

La espectroscopia de infrarrojos (espectroscopia IR) es un tipo de espectroscopia de
absorcién que utiliza la region infrarroja del espectro electromagnético. Su principal
aplicacion técnica es la deteccién de grupos funcionales, y el andlisis cualitativo y
cuantitativo de compuestos organicos.

Esta técnica se basa en el hecho de que los enlaces quimicos de las sustancias tienen
frecuencias de vibracion especificas, que corresponden a los niveles de energia de la
molécula. Estas frecuencias dependen de la forma de la superficie, de la energia
potencial de la molécula, la geometria molecular, las masas atémicas y, posiblemente,
el acoplamiento vibracional.

Si la molécula recibe luz con la misma energia de esa vibracién, entonces la luz serd

absorbida si se dan ciertas condiciones. Para que una vibracién aparezca en el espectro
infrarrojo, la molécula debe someterse a un cambio en su momento dipolar durante la
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vibracién. Los enlaces pueden vibrar de seis maneras: estiramiento simétrico,
estiramiento asimétrico, tijeras, rotacion y giro.

Con el fin de hacer medidas en una muestra, se transmite un rayo monocromo de luz
infrarroja a través de la muestra, vy se registra la cantidad de energia absorbida.
Repitiendo esta operacion en un rango de frecuencias de interés (por lo general, 4000-
400 cm"} se puede construir un grafico. Al examinar el grafico de una sustancia, un
operador experimentado puede obtener informacién sobre la  misma.

Esta técnica funciona casi exclusivamente en enlaces covalentes, y se usa mucho en
quimica, en especial en quimica organica. Permite determinar la estructura bésica de los
compuestos por la ubicacion espectral de las absorciones infrarrojas que presenta.

El espectro de absorcion de la radiacion infrarroja versus la frecuencia es una huella
digital del compuesto que al compararse con un espectro de referencia permite su
identificacion.

Se pueden generar gréificos bien resueltos con muestras de una sola sustancia de gran
pureza. Sin embargo, la técnica se utiliza habitualmente para la identificacién de
mezclas complejas.

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica de
analisis para obtener el espectro infrarrojo con mayor rapidez. En lugar de registrar los
datos variando la frecuencia de luz infrarroja monocromatica, se guia la luz IR (con
todas las longitudes de onda de pista utilizada) a través de un interferémetro. Después
de pasar por la muestra, la sefial medida da el interferograma. La realizacion de una
transformada de Fourier de la sefial produce un espectro idéntico al de la espectrometria
infrarroja convencional (dispersiva).

La medida de un solo espectro es mucho més rapida en esta técnica, debido a que la
informacién de todas las frecuencias se toman al mismo tiempo. Esto permite hacer
multiples lecturas de una sola muestra y obtener un promedio, lo que aumenta la
sensibilidad del analisis.

3.4.1.1 Espectroscopia de infrarrojo con transformadas de Fourier con sistema de
Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

La reflexién interna se produce cuando una radiacion infrarroja entra en un cristal ATR
transmisor y de alto indice de refraccién. El cristal esti disefiado para permitir una
reflexion interna total que crea una onda evanescente sobre la superficie del cristal. Esta
onda se extiende a la muestra que se mantiene en contacto intimo con el cristal,
registrandose el espectro de infrarrojo del analito. La profundidad de penetracion de la
onda evanescente dentro de la muestra es funcion del material del cristal y del dngulo
de incidencia del haz. A menor indice de refraccion y menor dngulo de incidencia,
mayor penetracion se consigue. La profundidad de penetracion también se incrementa
con la longitud de onda.

En el campo de los materiales poliméricos, la espectroscopia FTIR con sistema ATR
permite el analisis no destructivo de muestras en forma sélida y liquida, asi como su
comportamiento térmico hasta 200 °C, con requerimientos minimos de cantidad de
muestra.
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3.4.1.2 Microespectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier (Micro-
FTIR)

Microespectroscopia infrarroja se refiere al andlisis y caracterizacion de pequefias
cantidades de material o zonas del mismo mediante el acoplamiento de un microscopio
Gptico y un espectrometro para analisis vibracionales.

En la Figura 3.3 se muestra un esquema del dispositivo experimental para la realizacion
de la microscopia infrarroja. Aqui. el microscopio infrarrojo esta focalizado en la parte
de la muestra que deseamos analizar. El movimiento de la muestra en la zona de
andlisis, se realiza mediante el desplazamiento micrométrico controlado por un
ordenador, a lo largo de la platina que soporta la muestra.

Existen celdas especiales que permiten estudiar los compuestos en funcién de la
temperatura, presion, etc.

Una lente "Cassegrain” produce una imagen de alta calidad sin aberraciones cromaticas,
y un diafragma variable situado en el plano imagen, permite seleccionar el area de
analisis. La radiacion es enviada finalmente al detector.

Wisidn
diresta

Rl welSn
Infrasrala

Figura 3.3. Esquema del espectrometro Infrarrojo por Transformada de
Fourier con sistema microscopico.

3.4.2 Espectroscopia UV-Visible

3.4.2.1 Conceptos generales

El principio de la espectroscopia ultravioleta—visible involucra la absorcion de
radiacion ultravioleta—visible por una molécula, causando la promocion de un electrén
de un estado basal a un estado excitado. La longitud de onda comprende entre 160 y
780 nm.

La excitacion corresponde a los electrones de enlace, por ello los picos de absorcion
pueden correlacionarse con los tipos de enlaces. Por este motivo la espectroscopia
UV-—visible es vélida para identificar grupos funcionales en una molécula.

La espectroscopia UV-Visible puede aplicarse tanto para analisis cualitativos como
cuantitativos.

Las mediciones de absorcion son ttiles para descubrir la presencia de ciertos grupos
funcionales que actian como cromoforos.
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Por la ley de Lambert — Beer podemos medir la concentracién de la sustancia que
absorbe al medir la cantidad de radiacion absorbida, independiente de la radiacion
incidente:

A=ebc=—log T =log(Iy)

Donde:

g = Coeficiente de extincidén molar. es una constante relacionada con el 4rea de
incidencia del croméforo y la probabilidad de que produzca la absorcion.

b = recorrido en cm. de la radiacién a través de la muestra.

¢ = concentracion de la muestra en moles/litro.

T= Transmitancia

Ig= Intensidad de radiacion incidente en la muestra

[= Intensidad de radiacion transmitida

3.4.2.2 Limitaciones

Con frecuencia se encuentran desviaciones de la proporcionalidad entre la medida de la
absorbancia v la concentracién cuando el camino optico es constante. En algunas
ocasiones estas desviaciones estan relacionadas con el fundamento de la ley de Beer y
representan limitaciones propias de la misma. Otras veces surgen como consecuencia
de la forma en que se realizan cambios quimicos asociados con cambios de
concentracién; estas son conocidas a veces como desviaciones instrumentales v
desviaciones quimicas, respectivamente.

La ley de Beer describe de forma correcta el comportamiento de absorcion de un medio
que contiene concentraciones de analito relativamente bajas; en este sentido es una ley
limite. A concentraciones altas (generalmente>0.01M), la distancia media entre las
moléculas responsables de la absorcion disminuye hasta el punto en que cada molécula
altera la distribucioén de carga de las moléculas vecinas. Esta interaccion, a su vez,
puede alterar la capacidad de las moléculas para absorber la radiacion de una
determinada longitud de onda. Como la magnitud de la interaccién depende de la
concentracion, la aparicion de este fenémeno da lugar a desviaciones de la linealidad
entre la absorbancia y la concentracion. Un efecto similar se encuentra, a veces,

en medios que contienen concentraciones de absorbente bajas pero concentraciones
altas de otras especies, especialmente electrélitos. La estrecha proximidad de los iones
al absorbente altera la absortividad molar de éste por interacciones electrostaticas; el
efecto se reduce mediante dilucion. Aunque, normalmente, el efecto de las
interacciones moleculares no es significativo para concentraciones inferiores a 0.01M,
entre ciertos iones o moléculas orgénicas grandes aparecen algunas excepciones.

La espectroscopia ultravioleta—visible es la mas limitada para la informacion de
compuestos, ya que solo puede sernos de utilidad para aquellos que tengan un
croméforo (cualquier grupo de dtomos que absorben luz independientemente de que
presente color o no) o insaturaciones visibles en la regién comprendida entre los 100 y
los 800 nm. (Energia comprendida entre las 286 y 36 Kcal/mol).

Debemos tener en cuenta que la obtencion de un espectro UV supone en primer lugar
disolver la sustancia en un disolvente adecuado, que también absorberia en el UV, por
lo que en la practica la espectroscopia UV se ve limitada a longitudes de onda
superiores a 200-220 nm. Debido a ello, como podemos imaginar, no son muchos los
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grupos funcionales que podremos determinar con la espectroscopia UV, siendo de
destacar que todos ellos deben poseer al menos un enlace doble, como compuestos
aromaticos carboxilicos.

Un espectrofotometro de luz ultravioleta-visible, de doble haz, contiene una fuente
emisora de radiacion ultravioleta que pasa a través de un monocromador que selecciona
una longitud de onda determinada que, a continuacion, es dividida en dos haces (figura
3.4). Una pasa a través de una disolucidn que contiene el compuesto organico (haz de la
muestra) v la otra pasa a través de la celda de referencia que contiene unicamente el
disolvente (haz de referencia). El detector mide de forma continua la relacion de
intensidad entre el haz de luz que atraviesa la celda de referencia y el haz de luz que
atraviesa la celda que contiene el compuesto orgénico. Un registrador traza una grafica
(espectro) de la absorbancia de la muestra frente a la longitud de onda y, por tanto, de
un espectro UV se extrae directamente el valor de la longitud de onda méaxima (Amax)
y de la absorbancia.
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Figura 3.4: Trayectoria de la radiacion en un espectrofotometro de doble haz

3.4.3 Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS)

Los rayos-X son muy utiles para caracterizar los solidos y sus estructura, estos son
absorbidos por la materia (interaccion inelastica) produciendo como consecuencias
transiciones electrénicas de los niveles internos de los atomos.

El material puede responder de diversas formas a la absorcién de rayos-X lo que
origina un conjunto de técnicas relacionadas pero que pueden dar informacién
complementaria. Se pueden analizar las energias de los electrones emitidos que
constituye la técnica XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopy), también conocida por el
acronimo ESCA “electron spectroscopy for chemical analysis™ que indica claramente
el uso de esta herramienta para andlisis quimico. Como fuentes de excitacion se usa las
lineas Kal,2 de Mg o Al que tienen energias de 1253.6 y 1486 eV, respectivamente. Se
utiliza un tubo de rayos-X y se mide la energia cinética de los fotoelectrones una vez
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que salen de la superficie de la muestra, la cual dependerd de la estructura quimica de
esta.

Hay varias técnicas para este andlisis aunque el mas comin es la cambio de direccion
de los electrones mediante analizadores electrostiticos © magnéticos. Los
electrostiticos son los més utilizados para el andlisis de energias cinéticas de electrones
del orden de 1 keV que es lo comun.

Las aplicaciones mas importantes de la técnica XPS se basan en el hecho de que la
interaccion de los electrones con la materia es muy fuerte vy las energias de los
electrones emitidos son relativamente bajas (< 1.5 keV) por lo que son detenidos muy
facilmente. Solo electrones emitidos o que han interactuado en la superficie de la
muestra pueden alcanzar el detector para ser analizados. Por esto, la técnica XPS es
superficial (informa sobre tres o cuatro capas de dtomos en la superficie de la muestra).

3.4.5 Cromatografia

3.4.5.1 Conceptos generales

La cromatografia puede emplearse para la separacion de mezclas de especies quimicas
estrechamente relacionadas entre si. Se puede emplear para identificacién cualitativa y
determinacion cuantitativa de las especies separadas.

El pardmetro que puede usarse con fines cualitativos en cromatografia es el tiempo de
retencion. Este es el tiempo transcurrido entre el instante en que se introduce la muestra
y el instante en que se detecta la sefial propia del componente en su maxima intensidad.
Es caracteristico de cada componente en cada sistema cromatografico. Se trata, sin
embargo, de una informacién pobre si se compara con otras técnicas de identificacion
(ej: espectroscdpicas). Unicamente con el tiempo de retencion resulta dificil asegurar la
presencia de un componente en una mezcla, aunque si se puede afirmar la ausencia. La
identificacion requiere siempre el uso de patrones en las mismas condiciones
cromatograficas.

El anilisis cuantitativo se basa en la comparacion del area o altura de pico del
componente de interés con la de estindares de esta sustancia de concentracion
conocida, admitiendo que existe una relacion lineal entre el drea o altura de pico y la
concentracion en un determinado intervalo de concentraciones. En los andlisis basados
en altura de pico se requiere que la anchura de los picos no sufra modificacion durante
el tiempo necesario para obtener los cromatogramas de la muestra y los estandares para
obtener resultados exactos. Por ello suele usarse mucho mas el analisis basado en drea
de pico, pardmetro independiente de los efectos de ensanchamiento.

3.4.5.2 Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Entre las técnicas cromatogrdficas cuya fase movil es un liguido la cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC) es la mas utilizada. Esta técnica deriva de una
evolucion de la cromatografia preparativa en columna, en la que la cromatografia se
realizaba en columnas de vidrio con didmetros de 1 a 5 cm y longitudes de 50 a 500 cm.
Para que el flujo de fase movil fuese razonablemente rapido las particulas de fase
estacionaria debian ser de gran didmetro (150-200 um), lo que se traducia en una
separacion poco eficaz y, a pesar de todo, lenta. Para aumentar la eficacia de la
separacion y asi incrementar la resolucion era necesario emplear fases estacionarias con
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tamafio de particula mucho menor (entre 2 y 5 um), y que la difusion de los solutos
entre las fases movil y estacionaria se hace mas réap

ida. Pero ello implica la necesidad de impulsar la fase movil con un sistema de alta
presion, nace asi la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC).

Un cromatografo de liquidos consta de una serie de elementos indispensables (Figura
3.5), normalmente constituyendo médulos con funciones bien definidas. La circulacion
de fase movil entre los distintos moédulos se hace a través de conductos tubulares.
Deben emplearse siempre didmetros de tubo muy pequefios a fin de reducir el efecto de
ensanchamiento de banda extracolumnar.

Los elementos indispensables en cualquier cromatografo de HPLC son: sistema de
suministro de fase mévil (con depésito de disolventes y bomba de alta presion), sistema
de inyeccion y de deteccion continuo. Existen ademas otros elementos adicionales que
pueden mejorar aspectos de la separacion o la deteccion.

La cromatografia de particion se trata probablemente del tipo mas usado de
cromatografia liquida de alta eficacia. En ella la separacion de los solutos se basa en la
diferente solubilidad entre las fases mévil y estacionaria. En general la fase estacionaria
debe tener polaridad semejante a la de los analitos vy la fase moévil, una polandad
diferente, evitando que dicha diferencia sea tan grande que lleve a tiempos de retencién
excesivamente largos.

La aplicacion tipica de esta cromatografia es la separacién y determinacién de
compuestos organicos, como por ejemplo hidrocarburos.
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Figura 3.5: Esquema de un cromatografo HPLC.
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3.4.6 Analisis térmico

3.4.6.1 Conceptos generales

La definicion generalmente aceptada de anilisis térmico abarca al grupo de técnicas en
las que se mide una propiedad fisica de un sistema (sustancia o un material) en funcién
de la temperatura mientras se lo somete a un programa de temperatura controlado.

Se pueden distinguir mas de una docena de métodos térmicos que difieren en las
propiedades medidas y en los programas de temperatura. Estos métodos encuentran una
amplia aplicacion tanto en el control de calidad como en investigacion de productos
farmacéuticos, arcillas y minerales, metales y aleaciones y polimeros.

Los efectos del calor sobre los materiales pueden ser varios y producir cambios en
muchas de sus propiedades.

En el andlisis térmico, los cambios de peso configuran la base de la termogravimetria
(TGA, Thermogravimetric Analysis), mientras que la medida de los cambios de energia
constituye la base del analisis térmico diferencial (DTA, Differential Thermal Analysis)
vy la calorimetria diferencial de barrido (DSC, Differential Scanning Calorimetry). Asi,
por ejemplo, la termogravimetria nos dice cuando una muestra pierde 0 gana peso y
cudnto, mientras que el DTA y el DSC nos dice si una reaccién o cambio fisico es
endotérmico o exotérmico, y a menudo es capaz de medir la variacion de calor.

3.4.6.2 Anilisis termogravimétrico (TGA; Thermogravimetric Analysis)

En un andlisis termogravimétrico se registra, de manera continua, la masa de una
muestra colocada en una atmosfera controlada, o bien en funcién de la temperatura, o
bien en funcién del tiempo. En el primer caso (experimento dindmico) la temperatura
de la muestra va aumentando de manera controlada (normalmente de forma lineal con
el tiempo), v en el segundo (experimento isotermo), la temperatura se mantiene
constante durante todo el experimento. La representacion de la masa o del porcentaje de
masa en funcion del tiempo o de la temperatura se denomina termograma o curva de
descomposiciéon térmica. Existen otros tipos de andlisis denominados de
termogravimetria diferencial donde se registra o representa la variacion de masa o
derivada con respecto a la temperatura o respecto al tiempo dependiendo de que el
experimento sea dinamico o isotermo respectivamente.

Los métodos termogravimétricos estan limitados por las reacciones de descomposicion
y de oxidacion y por procesos talés como la vaporizacion, la sublimacién y la
desorcion.

Quizds, entre las aplicaciones mas importantes de los métodos termogravimétricos se
encuentre el estudio de polimeros. Los termogramas proporcionan informacion sobre
los mecanismos de descomposicion de diversas preparaciones poliméricas. Ademas, los
modelos de descomposicion son caracteristicos de cada tipo de polimero y, en algunos
casos, pueden ser utilizados con finalidades de identificacion.

3.4.6.3 Anilisis térmico diferencial (DTA; Differential Thermal Analisis)

Este método mide la diferencia de temperatura entre la muestra y un material inerte de
referencia mientras son sometidos al mismo programa de temperaturas.

El material de referencia debe ser un material que no presente ninguna transformacion
en el intervalo de temperaturas que se vaya a estudiar.
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Sobre el pocillo de referencia se coloca un termopar que nos indicaré en todo momento
la temperatura programada. Por otro lado, tanto sobre el pocillo de referencia como
sobre el de la muestra, se coloca un termopar diferencial que permita medir en todo
momento la diferencia de temperaturas existente entre la muestra y el material de
referencia.

Las aplicaciones mas comunes del andlisis térmico diferencial son: determinacion de
cambios de fase (fusion, cristalizacion, sublimacion), estudios de reacciones quimicas,
estudios de procesos de desercion.

Los equipos empleados para realizar dicho analisis suelen ser muy sensibles a la hora
de obtener temperaturas a las cuales se producen las transformaciones, sin embargo, a
no ser que estén convenientemente calibrados, no permiten obtener los valores de
energia (entalpias) asociadas a dichas transformaciones. Los equipos que permiten
obtener estas energias son los denominados calorimetros.

3.4.6.4 Calorimetria diferencial de barrido (DSC; Differential Scanning
Calorimetry)

La calorimetria diferencial de barrido permite el estudio de aquellos procesos en los que
se produce una variacion entalpica como puede ser la determinacion de calores
especificos, puntos de ebullicién y cristalizacion, pureza de compuestos cristalinos,
entalpias de reaccion y determinacion de otras transiciones de primer y segundo orden.
En general, el DSC puede trabajar en un intervalo de temperaturas que va desde la
temperatura del nitrégeno liquido hasta unos 600 °C. Por esta razon esta técnica de
analisis se emplea para caracterizar aquellos materiales que sufren transiciones térmicas
en dicho intervalo de temperaturas. La familia de materiales que precisamente presenta
todas sus transiciones térmicas en ese intervalo es la de los polimeros. Por esta razon, el
DSC se emplea fundamentalmente para la caracterizacion de estos materiales.

En el campo de polimeros pueden determinarse transiciones térmicas como la
temperatura de transicion vitrea (Tg; glass transition temperature), temperatura de
fusion (Tm; melting temperature), se pueden hacer estudios de compatibilidad de
polimeros, reacciones de polimerizacién y procesos de curado. Cualquier reaccion
polimérica acompafiada por un cambio entalpico puede ser seguida por DSC.

La finalidad de la calorimetria diferencial de barrido es registrar la diferencia en el
cambio de entalpia que tiene lugar entre la muestra y un material inerte de referencia en
funcién de la temperatura o del tiempo, cuando ambos estdn sometidos a un programa
controlado de temperaturas. La muestra y la referencia se alojan en dos pocillos
idénticos que se calientan mediante resistencias independientes. Esto hace posible
emplear el principio de “balance nulo™ de temperatura. Cuando en la muestra se
produce una transicion térmica (un cambio fisico o quimico que da lugar a una
liberacion o absorcion de calor), se adiciona energia térmica bien sea a la muestrao a la
referencia, con objeto de mantener ambas a la misma temperatura. Debido a que la
energia térmica es exactamente equivalente en magnitud a la energia absorbida o
liberada en la transicion, el balance de energia proporciona una medicién calorimétrica
directa de la energia de la transicion.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC; Diferential Scanning Calorimetry) mide la
energia que es necesaria suministrar a la muestra para mantenerla a idéntica
temperatura que la referencia.
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3.4.7 Viscosimetria

La viscosidad es una de las propiedades mas importantes de las soluciones poliméricas.
La viscosidad depende de la estructura quimica del polimero, de las interacciones con
el disolvente y del peso molecular.

La viscosimetria de soluciones diluidas estd relacionada con la medida de la habilidad
intrinseca de un polimero para incrementar la viscosidad de un disolvente a una
temperatura determinada y es util para obtener informacién relacionada con el tamafio y
la forma de las moléculas de polimero en solucién y las interacciones polimero-
disolvente.

En el régimen diluido la viscosidad de una solucién polimérica (para concentraciones
de polimero muy bajas) es determinada relativa a la viscosidad del disolvente. Los
siguientes términos son definidos en estos casos:

Viscosidad relativa
n
n=—
Mo

donde n es la viscosidad de la solucion de polimero v no es la viscosidad del disolvente
puro.

Viscosidad especifica

l =7 Q
-1

i

Viscosidad reducida

Mot =

C

donde c es la concentracion del polimero. Esta es una medida de la habilidad de un
polimero para aumentar la viscosidad de un disolvente.

Viscosidad inherente

In n,

i-Ill.lrrh =

Aun en soluciones muy diluidas las moléculas de polimero son capaces de presentar
interacciones intermoleculares. Las dos contribuciones a la viscosidad reducida son el
movimiento de las moléculas aisladas en el disolvente vy la interaccion entre las
moléculas del polimero y la solucion.
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Para eliminar las interacciones es necesario extrapolar a concentracién cero para
obtener las viscosidades inherente y reducida cominmente conocidas como viscosidad
intrinseca.

['1] = R | = My L—-n

La viscosidad intrinseca tiene las unidades de masa/volumen y depende del tamafio de
una molécula en solucion. Es una medida de la habilidad de una molécula de polimero
para aumentar la viscosidad de un disolvente en ausencia de interacciones
intermoleculares v estd relacionada con el peso molecular promedio denominado
viscosimétrico que, para un buen solvente, es préximo al promedio en peso.

Para cuantificar la relacién viscosidad/peso molecular se requiere un calibrado con
muestras de peso molecular conocido, normalmente el promedio en peso determinado
por dispersion de luz. En ausencia de patrones se utiliza la correlacion existente para un
polimero de naturaleza similar en el mismo solvente y temperatura. De este modo se
ignoran interacciones especificas del polimero en estudio y el valor que se obtiene es
solo orientativo pero adecuado a efectos comparativos.

El principio de medicién de los viscosimetros capilares esta basado en la ecuacién de
Hagen-Poiseuille :

Mediante la misma se puede relacionar el tiempo que tarda en pasar un volumen de
fluido (V) por un capilar de longitud L y radio R con la viscosidad del mismo, por lo
tanto, la viscosidad de una solucién (v) puede definirse como el tiempo (f) que tarda la
disolucion en pasar por un capilar fino por efecto de la gravedad (g).

La altura promedio de la columna del liquido en el viscosimetro durante la medicion se
denota como km. Ver figura 3.6.

Figura 3.6. Viscosimetro capilar tipo Ubbelohde
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Como hemos mencionado, la viscosidad intrinseca [n] es la extrapolacion a
concentracion cero de la viscosidad reducida (nred) segin la expresion:

[n] = lim [i—l] / ¢

c—0 Y\ 'p

Donde 7 y tp son los tiempos de caida de la disolucion y el disolvente, ¢ es la
concentracion de la disolucién en g dI”'. Los tiempos son proporcionales a la viscosidad
si son suficientemente grandes para lo cual debe elegirse adecuadamente el didmetro

del capilar.
Una vez calculada la viscosidad intrinseca, se puede determinar el peso molecular
viscosimétrico (Mv) de un polimero a partir de la ecuacion de Mark-Houwink:

] =KM/’

Donde K (dl g') v a son constantes tabuladas que dependen de la naturaleza del
polimero, del disolvente y de la temperatura.

Experimentalmente la medicion de la viscosidad intrinseca se realiza midiendo el
tiempo de flujo (f) requerido para que un volumen determinado de disolucion
polimérica atraviese el tubo capilar por efecto de la gravedad y el tiempo que tarda en
hacerlo un volumen equivalente de disolvente puro (f5).
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Capitulo 4

Materiales y métodos

4.1 Materiales

En este trabajo se utilizaron dos tipos de polimeros, polilactico (PLA) y
polihidroxibutirato (PHB), cada uno de ellos obtenido de una fuente diferente.

El Polilactico (PLA) utilizado es un biopolimero comercial fabricado por Goodfellow.
Se usé el isomero L (PLLA) bajo la presentacion de films de 50 um de espesor.

Las peliculas de polihidroxibutirato (PHB), en cambio, fueron preparadas para nuestro
estudio por el Grupo de Materiales y Nanomateriales Poliméricos del Instituto de
Investigaciones Fisicoquimicas Teodricas v Aplicadas (INIFTA), el espesor de las
mismas fue de 100 pm. Para la preparacion, el polimero fue disuelto en cloroformo a
60°C usando un extractor Soxhlet y la solucion resultante fue distribuida en placas de
teflon de donde se obtuvieron las peliculas por evaporacion del solvente.

Ambas muestras fueron cortadas en forma rectangular con una dimension de (3x1.5)
cm. Las muestras se conservaron en contenedores limpios y secos a temperatura
ambiente y se manipularon con guantes y pinzas entre los ensayos para evitar su
contaminacion.

4.2 Métodos

4.2.1 Irradiacion

L.as muestras se irradiaron con C y 8, a diferentes fluencias y energias, utilizando el
acelerador de iones pesados tipo Tandem de 20 MV (TANDAR, CAC-CNEA).

La irradiacién se realizd con un dispositivo especial disefiado para obtener una
superficie uniforme y homogéneamente afectada por los iones. (Figura 4.1)

El tiempo de irradiacion fue optimizado para evitar el calentamiento de la muestra y asi
evitar provocar cambios en su estructura. La fluencia fue medida “in situ™ con una copa
de faraday.
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Figura 4.1 Dispositivo disefiado para irradiar las muestras homogénea y uniformemente

En la tabla 4.1 se describen las condiciones de irradiacion para cada polimero y se da
una estimacion del alcance del recornido del 16n dentro del material (rango) calculado
con un programa Monte Carlo de uso libre, SRIM (The Stopping and Range of Ions in
Matter) [1].

Se irradiaron ocho muestras en cada condicion.

Tabla 4.1: lones, energias y fluencias usados en las diferentes condiciones de
irradiacion para cada polimero.

Ion  Energia Fluencia Rango*
MeV] [ 10" i6nem™]  [um]
c* 18 7,30, 70 21
e 45 1, 10, 50 73
g™ 27 1,6, 10 12
s 75 1,5,10 28

* El rango para cada condicion fue calculado con el codigo SRIM

4.2.2 Determinacion del angulo de contacto de las superficies
irradiadas

Esta medicion se llevo a cabo con el fin de estudiar las modificaciones en el caracter
hidrofilico de la superficie de los polimeros irradiados.

Se tomod una muestra de cada condicion de irradiacidn y se midid el angulo de contacto
de su superficie antes y después de ser expuestas al haz de iones.

Se colocd sobre la superficie limpia vy seca de las muestras, con una micropipeta, una
gota de 5 pl de agua desionizada y se determind, empleando un medidor de perfiles
Prazis Po400hd, la tangente entre el sustrato polimérico y la superficie de contacto con
la gota.

Todas las medidas se obtuvieron a una temperatura de 20°C.

Se realizaron veinte mediciones para cada muestra, obteniendo luego como resultado el
promedio de las mismas con una desviacion estindar de £ 1°.
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4.2.3 Estudio de las superficies irradiadas por microscopia electronica
de barrido

Las imagenes para el estudio de la superficie del material fueron tomadas con un
microscopio electronico de barrido (SEM) Philips modelo ESEM QUANTA 200, que
permite la captura de imdgenes digitales y fotografias con aumentos de 12X a 80000X.
Todas las muestras fueron metalizadas para su posterior analisis.

Con el fin de caracterizar el efecto producido por la irradiacién sobre la topografia de
los polimeros, se analizd cada una de las muestras irradiadas antes y después de ser
expuestas al haz de iones.

Mediante esta técnica se estudid la topografia de la superficie de los polimeros
irradiados con aumentos de 2000X, 4000X y B000X.

4.2.4 Ensayos de degradacion in vitro

Debido a la complejidad de los fluidos corporales, los resultados de los estudios de
degradacién in vitro deben intentar reproducir con la mayor fidelidad posible las
condiciones presentes in vivo. De esta manera representarin el comportamiento del
implante en el organismo huésped.

En este trabajo se intentaron reproducir dos mecanismos de degradacion que podrian
coexistir in vivo:

Hidrdlisis no enzimatica in vitro
Hidrdlisis enzim:itica in vitro

4.2.4.1 Hidrolisis no enzimitica in vitro

Las muestras irradiadas y muestras control (sin irradiar) fueron inmersas en tubos
conicos de polipropileno conteniendo 10 ml de buffer fosfato salino (PBS) 0.1 M, pH
7.0. Con el fin de evitar la contaminacién bacteriana se agregd, semanalmente,
antibidtico al medio (estreptomicina 70pug/ml, penicilina 70UL/ml). Se mantuvieron en
bafio térmico a 37°C con agitacion constante y fueron periodicamente removidas,
lavadas con agua destilada y secadas en estufa (PLLA: 38°C, PHB: 50°C) hasta peso
constante antes de ser sometidas a cada analisis.

4.2.4.2 Hidrolisis enzimitica in vifro

Las muestras irradiadas y muestras control fueron sumergidas en tubos conicos de
polipropileno conteniendo 10 ml de PBS 0.1 M, pH 7.0. Para evitar la contaminacién
bacteriana se agregé antibiético al medio (estreptomicina 70ug/ml, penicilina 70UL/ml)
el cual fue renovado semanalmente.

Una vez sumergidas las piezas de polimero, se agrego a cada tubo la enzima (Lipasa
pancreética porcina, LO382-100KU, Sigma-Aldrich) en una concentracion 0.1g/L.
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Se mantuvieron en bafio térmico a 37°C con agitacion constante y fueron
periodicamente removidas, lavadas con agua destilada y secadas en estufa (PLLA:
38°C, PHB: 50°C) hasta peso constanie antes de ser sometidas a cada andlisis.

Con el fin de evitar cambios en la concentracién de lipasa (debido a la posible
evaporacién de agua) vy pérdida de la actividad enzimatica durante la incubacion, la
solucidn de enzima fué renovada cada cinco dias.

4.2.5 Determinacién de la pérdida de peso de los polimeros durante la
degradacion

Las muestras fueron lavadas con agua destilada y secadas en estufa hasta peso
constante, luego de lo cual se registro el peso de los polimeros con una balanza
analitica digital Mettler AE 163, sensibilidad 0.01mg/30g. El error de las mediciones es
de 10”g. Una vez obtenido el peso de cada muestra, se sometié a las mismas al ensayo
de hidrdlisis no enzimatica in vifre segin se explica en la seccion 4.2.4.1 durante un
periodo de incubacién de 40 dias. Por (ltimo, se pesaron nuevamente las muestras y se
calculd el porcentaje de pérdida de peso (%PP) segin la ecuacion:

%PP=[(P; — P2)/P;] x 100

Donde:
Py peso de la muestra antes del ensayo de degradacion
P; peso de la muestra luego de la degradacion

De la misma manera se llevo a cabo el ensayo de pérdida de peso sometiendo a las
muestras a una hidroélisis enzimdtica in vifro segun se describe en la seccidon 4.2.4.2

Estos dos ensayos de pérdida de peso se realizaron por triplicado para cada una de las
condiciones de irradiacion v para los polimeros control (sin irradiar).

En paralelo a estos dos ensayos se realizo un control de cada una de las muestras, donde
se las lavé con agua destilada, se las secd en estufa hasta peso constante, y luego de
registrar el peso a tiempo cero, se las mantuvo fuera del bafio de incubacién en un tubo
conico de polipropileno limpio y seco a temperatura ambiente. Al cabo de 40 dias, se
las analizd de la misma manera que a las muestras degradadas.

4.2.6 Determinacion del angulo de contacto de las superficies
degradadas

Esta medicién se llevd a cabo con el fin de estudiar las modificaciones en el caracter
hidrofilico de la superficie de los polimeros degradados.

Las mediciones se realizaron sobre las superficies antes y después de la incubacion en
el medio de degradacion.

Se colocd sobre la superficie limpia y seca de las muestras, con una micropipeta, una
gota de 5 pl de agua desionizada y se determind, empleando un medidor de perfiles
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Prazis Po400hd, el éngulo formado por la tangente de la superficie del liquido respecto
a la superficie de contacto con el sustrato polimérico (angulo de contacto).

Todas las medidas se obtuvieron a una temperatura de 20°C.

Se realizaron veinte mediciones para cada muestra, obteniendo luego como resultado el
promedio de las mismas con una desviacion estandar de + 1°.

4.2.7 Determinacion de productos de degradacion solubles por
espectroscopia UV-Visible

Los productos de degradacion de los polimeros PLLA y PHB son sus mondmeros
constituyentes los cuales se solubilizan en medio acuoso. Debido a la presencia de un
grupo carboxilo en su estructura, absorben en el espectro UV a 210 nm.

Con el fin de determinar los productos de degradacion solubles, los polimeros fueron
sometidos al ensayo de degradaciéon enzimatica in vitro. Durante el mismo,
periodicamente, se determind en forma cualitativa la absorbancia de la solucidn de
incubacion a 210 nm con un espectrofotometro UV-Visible Perkin-Elmer Lambda 2.

La tabla 4.2 describe las muestras utilizadas. Cada una de ellas fué estudiada por
triplicado.

Tabla 4.2Muestras estudiadas por espectroscopia UV- Visible

Muestra Polimero Irradiacidn
1 PLLA no
2 PLLA si
3 PHB no
4 PHB 51

4.2.8 Determinacion de los productos de degradacién por HPLC

Con el fin de determinar los productos de degradacion de los polimeros estudiados
mediante cromatografia, las peliculas de PHB y los peliculas de PLLA fueron
sometidos al ensayo de degradacion enzimatica in vitro.

En la tabla 4.3 se describen las muestras utilizadas.

El buffer de incubacion fue analizado periédicamente con una columna Spherisorb 510
ODS2 (C18), (250 x 4,6) mm, tamafio de particulal Opm.

Se utilizo un detector UV para registrar la absorbancia a 210 nm.

Los mondomeros Acido lactico y 3-hidroxibutirato se usaron como patrones para la

puesta a punto de la técnica empleando dcido fosforico 10mM como fase mévil con un
flujo de 1 ml/min.

Tabla 4.3 Muestras estudiadas por HPLC
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Muestra Polimero Irradiacién

1 PLLA no
2 PLLA si (ion: 8)
3 PLLA si (ion: C)
4 PHB no
5 PHB si (idn: 8)
6 PHB si (ion: C)

429 Estudio de las superficies degradadas por microscopia
electronica de barrido

Las imagenes para el estudio de la superficie del material fueron tomadas con un
microscopio electronico de barrido (SEM) Philips modelo ESEM QUANTA 200, que
permite la captura de imdgenes digitales y fotografias con aumentos de 12X a 80000X.
Todas las muestras fueron metalizadas para su posterior analisis.

Con el objeto de caracterizar el dafio producido por la degradacién, se obtuvieron
imadgenes de las muestras sometidas a los ensayos de hidrélisis (no enzimatica y
enzimatica) antes y después de la incubacion.

Se estudiaron en paralelo los cambios producidos en la topografia de los polimeros
irradiados y no irradiados durante los procesos de degradacion.

Se obtuvieron imagenes con aumentos de 2000X, 4000X y 8000X.

4.2.10 Espectroscopia de infrarrojo con transformadas de Fourier

(FTIR)

Como hemos visto en la seccion 3.4.1.1, la técnica de FTIR con sistema de Reflectancia
Total Atenuada (ATR), requiere que la superficie a analizar se mantenga en contacto
intimo con la placa de material optico, para lo cual la muestra es presionada contra el
cristal ATR con una prensa. De los polimeros estudiados en este trabajo (PHB ¥
PLLA), solo el polilictico puede ser sometido a este sistema. El polihidroxibutirato, en
cambio, al ser un polimero muy frigil se dafia con el prensado y no se logra el contacto
intimo requerido.

Para el PHB se utilizé entonces, la técnica de Microespectroscopia infrarroja (seccion
3.4.1.2). Con ella se analizan pequefias zonas de la muestra mediante el acoplamiento
de un microscopio 6ptico y un espectrometro para analisis vibracionales.

4.2.10.1 Estudio de la superficie del PLLA por Espectroscopia de infrarrojo con
transformadas de Fourier con sistema de Reflectancia Total Atenuada (FTIR-
ATR)

Con el fin de determinar los cambios en los grupos funcionales y las modificaciones en
el estado de orden (estado cristalino/amorfo) en las peliculas de polildctico luego de la
degradacion se realizo el andlisis FTIR-ATR en un espectrofotometro Shimadzu IR

Prestige-21 con una resolucién de 4 cm™.
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Para llevar a cabo este andlisis los polimeros irradiados v no irradiados fueron
sometidos a los ensayos de degradaciéon enzimatica y no enzimética in vitro, realizando
luego los espectros de los mismos antes y después de la degradacion.

Se obtuvieron tres espectros de cada muestra en el rango (800-3000) cm’.

4.2.10.2 Estudio de la superficie de PHB por Microespectroscopia infrarroja con
transformadas de Fourier (Micro-FTIR)

Para el estudio de los cambios en los grupos funcionales y las modificaciones en el
estado de orden producidas por la irradiacion y la degradacion sobre las peliculas de
polihidroxibutirato se realizé el analisis por Micro-FTIR en un microscopio
infrarrojo automatico Shimadzu AIM-8800.

Para realizar este andlisis las peliculas de PHB irradiadas y no irradiadas fueron
sometidas a los ensayos de degradacion enzimética v no enzimatica in vitro, realizando
luego los espectros de estos polimeros sin irradiar e irradiados antes y después de la
degradacion.

Se obtuvieron tres espectros de cada muestra en el rango (800-2000) cm™.

4.2.11 Analisis quimico de las superficies de los polimeros por
Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS)

Los cambios quimicos producidos en las superficies de los polimeros debido a la
irradiacion y a la degradacion se analizaron por medio de la técnica XPS.

Se empled una fuente de Rayos X: XR 50, SPECS GMBH usando la linea Mg Ka
(1253.6 V) como fuente de excitacion, con una potencia de 300W.

Se utilizo un Analizador de energias Hemiesférico con detector multicanal (5 canales),
PHOIBOS 100 MCDS, SPECS GMBH.

l.a energia de paso fue de 40 eV para los espectros amplios y 10 eV para la region del
C 1s.

La calibracion de la escala de energia se hizo utilizando muestras de Au ( Au 477 a
84;{}(} eV) y Cu (Cuzpin a 932.67 ¢V) ambas fueron limpiadas por bombardeo con iones
Ar .

Los espectros se analizaron utilizando el siguiente software:

CasaXPS v2.3.14 , XPS Peak 4.0 [2].

4.2.12 Analisis térmico de los polimeros

4.2.12.1 Anilisis termogravimétrico (TGA) y anilisis térmico diferencial (DTA)

Con el fin de estudiar el comportamiento térmico de los polimeros luego de la
irradiacion y de la degradacion, estos se sometieron a un programa de temperatura
controlado en un DTG-50 Shimadzu bajo atmdsfera de Nitrogeno. La velocidad de
calentamiento fué de 10°C/min en un rango de temperaturas de (25-500) °C.
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Las muestras de PHB y PLLA estudiadas se describen en la tabla 44 v 4.5

respectivamente.

Tabla 4.4 Muestras de PHB estudiadas por TGA vy DTA

Muestra Polimero Irradiacitn Degradacion
5 PHB no no
1 PHB si no
7 PHB no si
2 PHB si si

Tabla 4.5 Muestras de PLLA estudiadas por TGA y DTA

Muestra Polimero Irradiacidn Degradacion
(1] PLLA no no
3 PLLA si no
8 PLLA no si
4 PLLA si si

4.2.12.2 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC; Differential Scanning
Calorimetry)

El comportamiento térmico de los polimeros fué estudiado usando un Shimadzu DSC,
modelo DSC-60.

Se procedic a sellar cada una de las muestras en un vial de aluminio antes de comenzar
con el analisis.

Todos los barridos fueron hechos en atmdsfera de nitrégeno.

[Las muestras, a temperatura ambiente, fueron calentadas hasta alcanzar una
temperatura de 200°C a una velocidad de calentamiento de 10°C/min (primer
calentamiento) y mantenidas a esa temperatura por 5 min.

Luego se realizé un enfriamiento rdpido desde 220 hasta -20°C a una velocidad de
-60°C/min. y se mantuvo a las muestras durante 10 min a -20°C .

El segundo calentamiento se realizd desde -20°C hasta 200°C a una velocidad de
10°C/min manteniendo, durante 5 minutos a los polimeros a 200°C antes de que sean
lentamente enfriados hasta -20°C (-10 “C/min).

Finalmente, luego de ser mantenidas durante 10 minutos a -20°C, las muestras fueron
calentadas hasta 200°C a la misma velocidad que la segunda rampa de calentamiento.

En las tablas 4.6 v 4.7 se describen las muestras estudiadas.

Tabla 4.6 Muestras de PHB estudiadas por DSC

Muestra Polimero Irradiacién Degradacion
5 PHB no no
1 PHB si no
7 PHB no si
2 PHB si 5i

- 46 -



Tabla 4.7 Muestras de PLLA estudiadas por DSC

Muestra Polimero Irradiacion Degradacion
b PLLA no no
4 PLLA si no
8 PLLA no 5i
i PLLA si si

4.2.13 Determinacion de pesos moleculares viscosimeétricos

Solo el polimero polihidroxibutirato fue estudiado por este método.

En primer lugar las peliculas de PHB fueron disueltas completamente en cloroformo.
Luego, se prepararon diferentes diluciones de la solucion del polimero y se midio la
viscosidad de cada una de ellas con un viscosimetro tipo Ubbelohde de capilar curvo.
Todas las medidas fueron hechas a temperatura ambiente.

Se representaron los datos obtenidos para cada dilucion utilizando las ecuaciones de
Huggins (a) y Kraemer (b) y, ajustando a una funcion lineal, se determiné la viscosidad
intrinseca de la soluciéon calculando el valor a concentracién cero.

=== [n], +ky[n]] ¢ )
(a

1 1
ﬂ:], =[n]1;_kx [‘ﬂr{"‘ ®)

Finalmente, con el valor de viscosidad intrinseca se determind el peso molecular
viscosimétrico usando la férmula de Kuhn-Mark-Houwink de acuerdo a las referencias

[3]y [4].
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Capitulo 5
Resultados

5.1 Caracterizacion de las superficies irradiadas

5.1.1 Determinacion del angulo de contacto

Al realizar las mediciones con el fin de estudiar las modificaciones en el caracter
hidrofilico de la superficie de los polimeros irradiados, se encontrd que tanto en el
PLLA como en el PHB, el haz de iones produjo una disminucion del dngulo de
contacto.

Todas las superficies, luego de ser irradiadas, presentaron un angulo menor al que
presentaron antes del tratamiento, indicando un aumento de la hidrofilicidad como
consecuencia de la irradiacion. Sin embargo, debido a la poca sensibilidad del método,
no fue posible establecer una relacion entre las condiciones de irradiacion y el grado de
disminucién del dngulo.

En la tabla 5.1 se muestran algunos de los polimeros medidos cuyos resultados
representan los obtenidos para todas las muestras. Cada resultado, promedio de 20
mediciones, presenta una desviacion estandar de + 1°.

En el caso del PHB, cada una de las muestras antes de la irradiacién presentaba un
angulo de contacto diferente, esto se debe a que las peliculas de dicho polimero no eran
homogéneas entre ellas. Por ello se tuvo especial cuidado en medir el dngulo de
contacto en la misma muestra antes y después de la irradiacion para determinar la
variacion producida inicamente por el tratamiento.

Tabla 5.1 Angulos de contacto medidos en la superficie del PLLA y el PHB antes (8,) y

después (8) de la irradiacién.
Condiciones de irradiacion PLLA PHB
Ién Energia [MeV] 8.1°1 B4"] 8,[°1 84[°]
&> 18 70 65 69 65
e 45 70 65 7 70
g 27 70 63 72 70
g 75 70 63 69 67

En el caso del polimero PLLA la disminucién del angulo de contacto con la irradiacién
representa aproximadamente un 8% del dngulo inicial. En el PHB el cambio es de
alrededor del 4%.
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5.1.2 Estudio de las superficies por microscopia electronica de barrido

Las micrografias obtenidas con el fin de caracterizar el efecto producido por el haz de
iones sobre la topografia de los polimeros muestran que:

Las peliculas de PHB, para todas las condiciones de irradiacion, no presentan
cambios en su topografia luego del tratamiento. En las imdgenes de su superficie antes
y después de ser sometido al haz de iones no se encuentran diferencias sustanciales
(figura 5.1).

Los films de PLLA presentan un importante aumento en la rugosidad luego de
la irradiacion (figura 5.2). Este efecto se observa en todas las condiciones de
tratamiento v podria deberse a un aumento de la temperatura durante la irradiacién que
modifica la estructura de la muestra.

Figura 5.1 Micrografias con aumento de 8000X del polimero PHB antes (a) y después
(b) de la irradiacion (S**, 75 MeV, 1x10" ién em™)

(a) (b)
Figura 5.2 Micrografias con aumento de 8000X del polimero PLLA antes (a) y después
(b) de la irradiacién (S8**, 75 MeV, 1x10" ién em™)
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5.2 Estudio de las modificaciones de los polimeros degradados

5.2.1 Determinacion del porcentaje de pérdida de peso

Luego de 40 dias de degradacion las peliculas de PLLA sin irradiar e irradiadas
presentaron valores de pérdida de peso menores al 0.1 %. Teniendo en cuenta que la
estimacion del error de las mediciones fue de 0.1% se determiné que la pérdida de peso
de dicho polimero durante la degradacion fue despreciable.

Las peliculas de PHB sin irradiar e irradiadas, en cambio, tuvieron un bajo porcentaje
de pérdida de peso (tabla 5.2).

Ambos polimeros mostraron los mismos resultados tanto para el proceso de
degradacion enzimética in vitro como para la hidrélisis no enzimatica.

Las muestras empleadas como control (cada uno de los polimeros sin ser sometidos al
ensayo de degradacion) no sufrieron pérdida de peso.

Tabla 5.2 Pérdida de peso de las peliculas de PHB luego de 40 dias de degradacion
enzimdtica in Vitro.
Condiciones de irradiacion _ %Pérdida de

Ion Energia (MeV) peso
— —_— 1,1
& 18 1,5
e 45 |
iy 27 1
g™ 75 11

5.2.2 Determinacion del Angulo de contacto

Los polimeros estudiados, PLLA y PHB, sometidos a los ensayos de degradacion in
vitro con y sin enzimas por un periodo de 40 dias, presentaron, luego del mismo, una
importante disminucién del dngulo de contacto indicando un aumento del caracter
hidrofilico de sus superficies.

En la tabla 5.3 se muestran los resultados de algunas de las muestras medidas. Estos
representan los cambios observados en todas las peliculas de PHB y todos los films de
PLLA sometidos a los ensayos de degradacion. Cada resultado, promedio de 20

mediciones, presenta una desviacion estindar de + 1 %.
En la figura 5.3 se puede observar el perfil de una gota de agua desionizada sobre la

superficie del polimero antes y después de la degradacion, donde se distingue a simple
vista la disminucion del 4ngulo de contacto sobre la superficie degradada.
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Figura (a) Figura (b)

Figura 5.3 Fotografia de una gota de agua desionizada sobre un film de PLLA antes (a)
y después (b) de 40 dias de degradacion enzimatica in vitro.

Tabla 5.3 Porcentaje de disminucion del angulo de contacto de los polimeros (%A8)
luego de 40 dias de degradacion enzimatica in vitro.

Condiciones de irradiacion %YeAD
16n Energia [MeV] PHB PLLA
= 2 8 10
' 18 9 12
g 45 14 10
g 27 13 12
s 75 10 8

5.2.3 Determinacion de productos de degradacion solubles por
espectroscopia UV-Visible

Con el fin de determinar los productos de degradacion solubles, los polimeros fueron
sometidos al ensayo de degradacion enzimatica in vitro.

Se empled como blanco de medicion la solucion de incubacion correspondiente a dicho
ensayo de degradacion, la cual se componia de buffer PBS, con concentraciones de
estreptomicina de 70pg/ml, penicilina de 70Ul/ml y Lipasa pancredtica porcina
(L0382-100KU, Sigma-Aldrich) de 0.1g/L.

Debido a que los antibioticos y la enzima presentes en la solucion absorbian radiacion
electromagnética en la longitud de onda de trabajo. al intentar llevar a cero el valor de
absorbancia con la solucién blanco se produjo una saturacion de la sefial por lo que no
fue posible medir la A;onm correspondiente a los productos de degradacion de los
polimeros.

Por lo expuesto se decidié que la degradacion de los polimeros no seria estudiada por
éste método.

5.2.4 Determinacion de los productos de degradacion por HPLC

Con el fin de estudiar los productos de degradacién de los polimeros mediante
cromatografia, se procedi6 de acuerdo a lo indicado en trabajos previos [1, 2].

Las peliculas de PHB y los films de PLLA fueron sometidos al ensayo de degradacion
enzimaética in vifro.
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Dado que los mondémeros acido lactico y 3-hidroxibutirato son productos esperados de
la hidrolisis del PLLA v el PHB respectivamente [3, 1], se usaron estos compuestos
como patrones para la puesta a punto de la técnica y se determinaron los tiempos de
elucion de cada uno.

Se realizo la cromatografia del buffer de degradacion luego de 2, 3, 6, 12 y 24 horas de
incubacion. En ninguna de las corridas logré determinarse la presencia de los
monomeros dcido lactico v 3-hidroxibutirato. Se propuso que los tiempos empleados
para la degradacion podrian no haber sido suficientes para que una cantidad detectable
de producto estuviera presente en la solucion, por lo que se incubaron nuevamente
ambos polimeros durante un periodo de tiempo prolongado de 40 dias. En dicha
oportunidad tampoco fue posible identificar los picos correspondientes a dichos
mondmeros en el cromatograma.

Durante la degradacion de 40 dias las muestras de PHB sufrieron una pérdida de peso
que, de acuerdo a las condiciones del ensayo, corresponderia a una concentracion de
producto en solucion de aproximadamente 40ug ml”. Para verificar que el método
cromatogréfico usado fuera sensible a esa cantidad, se realizaron las corridas de los
patrones en concentraciones de 40ug ml”’. En los cromatogramas resultantes se
identificaron claramente ambos picos por lo que la sensibilidad de la cromatografia no
representaba un problema.

Siendo que la sensibilidad era suficiente, pero atn asi no se habian detectado los
productos en las soluciones luego de los 40 dias de incubacion, se evalud la posibilidad
de que hubiera ocurrido una degradacion total de los monémeros en la solucién antes
de que ésta fuera analizada por cromatografia. Para ello se procedio a la incubacion de
los patrones por 40 dias a una temperatura de 37°C para luego volver a realizar las
corridas. Después de dicho tiempo de incubacion los picos de los patrones
permanecieron inalterados en cuanto a tiempo de elucion y drea, demostrando asi, que
de estar presentes en la solucién, los mondémeros no se hubieran degradado, por lo que
deberian haber sido identificados en los cromatogramas.

Habiendo evaluado todas las posibles causas por las cuales podrian no haberse
identificado los mondmeros en el buffer durante la degradacion del PLLA y el PHB, se
concluyd que, en esta oportunidad, en las condiciones de ensayo empleadas, los
productos de degradacion de los polimeros no fueron los monomeros correspondientes
sino otros oligdmeros resultantes de la hidrélisis. Considerando esto, para poder
estudiar la degradacion seria necesario contar con patrones de los posibles productos
(oligbmeros de diferente longitud), lo cual, en el tiempo disponible para realizar el
trabajo, no fue viable.

Por lo expuesto se resolvio seguir el estudio de la degradacion de los polimeros por los
otros métodos descritos en el capitulo 3.

5.2.5 Estudio de las superficies de los polimeros por microscopia
electronica de barrido

Con el objeto de caracterizar el efecto producido por la degradacidn, se obtuvieron
imdgenes de las muestras sometidas a los ensayos de hidrélisis (no enzimatica y
enzimatica) antes y después de la incubacion.
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Se estudiaron en paralelo los cambios producidos en la topografia de los polimeros
irradiados y no irradiados durante los procesos de degradacion.

5.2.5.1 Polihidroxibutirato (PHB)

En las micrografias obtenidas se puede observar que el efecto de la degradacion sobre
la topografia de la superficie del polimero sin irradiar fue el mismo que el producido
sobre el polimero irradiado.

Las imdgenes de las superficies de las peliculas de PHB sin irradiar luego de 7 y 30
dias de degradacion in vifro muestran un desgaste dando un aspecto mas liso de la
superficie (figura 5.4). Lo mismo se observa en las imdgenes de los polimeros
irradiados sometidos a iguales periodos de degradacion (figura 5.5).

Figura 5.4 Micrografias con aumento de 2000X del polimero PHB sin irradiar antes
(a) y después (b) de ser sometido durante 30 dias al ensayo de degradacion enzimatica

(a) (b)
Figura 5.5 Micrografias con aumento de 2000X del polimero PHB irradiado (8™, 75
MeV, 1x10" i6n cm™?) antes (a) y después (b) de ser sometido durante 30 dias al
ensayo de degradacion enzimatica

5.2.5.2 Polilictico (PLLA)

En todas las muestras de PLLA se observa primero un cambio en la rugosidad de la
superficie y luego, al aumentar el tiempo de degradacion, la formacion de poros. No
obstante, existen diferencias marcadas en las micrografias de los films irradiados
respecto a las de los no irradiados.
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En las peliculas no irradiadas, luego de 7 dias de degradacion, aumenta la rugosidad
de la superficie y a los 30 dias ésta se vuelve heterogénea presentando zonas con
grandes orificios intercaladas con areas sin perforar (figura 5.6).

En los polimeros irradiados, luego de 7 dias de degradacion, aumenta la rugosidad
con un patrén de lineas paralelas de una tinica orientacion y a los 30 dias orificios muy
pequefios cubren casi la totalidad de la superficie (figura 5.7).

Estos efectos en ambos polimeros se observan tanto durante el proceso de degradacion
enzimdtica como durante la hidrélisis no enzimatica.

(a)
Figura 5.6 Micrografias con aumento de 8000X del polimero PLLA sin irradiar antes
de ser sometido al ensayo de degradacion enzimética in vifro (a) y luego de 7 dias (b) ¥
30 dias (¢) de incubacion.

(a) (b) (c)

Figura 5.7 Micrografias con aumento de 8000X del polimero PLLA irradiado (8%, 75
MeV, 1x10'" ién ecm?) antes de ser sometido al ensayo de degradacién enzimatica in
vitro (a) y luego de 7 dias (b) y 30 dias (¢) de incubacion.
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5.2.6 Espectroscopia de infrarrojo con transformadas de Fourier
(FTIR)

Del analisis espectroscopico infrarrojo del PLLA y el PHB, se obtuvieron los espectros
caracteristicos de dichos polimeros [4]. En ellos no se observaron nuevos picos luego
de la irradiacion y de la degradacion, sin embargo la absorbancia de ciertas bandas
disminuyd 6 aumentd como resultado de los tratamientos.

A continuacion se describiran los resultados de cada uno de los polimeros en forma
individual ya que, como se explico en la seccion 4.2.10 se utilizd un método distinto
para obtener el espectro infrarrojo de cada una de ellos.

5.2.6.1 Estudio de la superficie del PLLA por Espectroscopia de infrarrojo con
transformadas de Fourier con sistema de Reflectancia Total Atenuada (FTIR-
ATR)

En la figura 5.8 se muestra el espectro completo comprendido en el rango (800-3000)
em’” de cada una de las muestras de PLLA. En el mismo no se observan diferencias
significativas entre los espectros del polimero antes v después de la irradiacion. La
degradacion, sin embargo, provocd una disminucién del drea de todos los picos del
espectro tanto en el polimero irradiado como en el no irradiado. Ademas con la
degradacion aparecen dos picos ubicados en las posiciones 2016 cm™ y 2846 cm’™ cuya
intensidad es mayor en el polimero irradiado. Estos picos podrian ser atribuidos al
estiramiento de los grupos -CHs que forman parte de las cadenas hidrolizadas [5]. En la
region comprendida entre 1500 cm™! v lﬁﬂﬂ em'” aparece también un pico luego de la
degadacmn en ambos polimeros (1595 cm™) y otro pico solo en el polimero irradiado
(1535 em™), ambos podrian atribuirse a las vibraciones de las moléculas de agua
adsorbidas al polimero [6].
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Figura 5.8 Espectros completos obtenidos por FTIR-ATR del polimero PLLA sin

irradiar antes (SI-SD) y después de la degradacion (SI-D) v el polimero PLLA irradiado
antes (I-SD) v después de la degradacion (1-D)
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En Ila figura 5.9 se muestra en detalle la region del espectro acotada entre 800 y 1000
cm’ .

En los polimeros irradiados, respecto de los no irradiados, se observa una menor
intensidad en la absorbancia a 921 em™. Por otro lado, el indice de cristalinidad,
determinado como se indica en la literatura [7] por la relacion entre las absorbancias a
921 v 956 cm™, disminuyd en un 30 % luego de la irradiacion. Ambos resultados
indican, de acuerdo a la bibliografia [7]. que el polimero irradiado tiene una fraccién

cristalina menor debido al tratamiento.

[La degradacion, tanto en el polimero sin irradiar como en el irradiado, provocod una
disminucion de las absorbancias de las bandas a 871, 895 y 956 em™, v un incremento
de la banda a 921 em™', Ademds, la relacién entre las absorbancias a 921 em™ y 956
cm’ aumentd luego de la degradacion, siendo el incremento, en el polimero irradiado,
del 10% y en el no irradiado, del 40%. Todos los cambios descriptos en el espectro
pueden atribuirse a un aumento de la fraccion cristalina [7] en ambos polimeros
(irradiado v no irradiado) durante la degradacion. Esto esta de acuerdo con la mayor
resistencia a la hidrolisis de la parte cristalina respecto a la amorfa descripta en la
literatura [3].
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Figura 5.9 Espectros acotados en el rango (800-1000) cm™ obtenidos por FTIR-ATR
del polimero PLLA sin irradiar antes (SI-5D) y después de la degradacion (S1-D) y el
polimero PLLA irradiado antes (I-SD) y después de la degradacion (1-D)

5.2.6.2 Estudio de la superficie de PHB por Microespectroscopia infrarroja con
transformadas de Fourier (Micro-FTIR)
En la figura 5.10 se muestra el espectro completo de todas las muestras de PHB

comprendido en el rango 800-2000 em”’, medido por Micro-FTIR. En él puede
observarse una disminucion en la absorbancia a 1278 cm™ en la muestra sin degradar
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(SD) luego de la irradiacion. Dicha banda es atribuida a vibraciones propias de la fase
cristalina [8]. lo cual pone en evidencia el efecto producido por la irradiacion.

Por otro lado. al determinar el indice de cristalinidad mediante la relacion de
absorbancias a 1380 cm’ y 1186 em” como se indica en la bibliografia [8]. puede
apreciarse un aumento del 20% de la misma con la degradacion en el polimero
irradiado, no asi en el no irradiado, lo que significa que durante la hidrélisis se
incrementa la fraccion cristalina del PHB irradiado.
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Figura 5.10 Espectros completos obtenidos por Micro-FTIR del polimero PHB sin
irradiar antes (SI-SD) y después de la degradacion (SI-D) y el polimero PHB irradiado
antes (1-SD) v después de la degradacion (1-D)

5.2.7 Anilisis quimico de las superficies de los polimeros por
Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS)

Para estudiar en detalle los cambios estructurales de los polimeros se realizo el anilisis
de la superficie de los mismos por Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS).
Para ello. los polimeros PLLA y PHB irradiados y no irradiados fueron sometidos a los
ensayos de degradacion enzimatica y no enzimatica in vitro.

En las figuras 5.12 y 5.13 se muestran los espectros C,; de los polimeros PLLA y PHB
respectivamente. Los mismos fueron ajustados usando una combinacién de gaussianas
v lorentzianas para caracterizar los cambios en las uniones quimicas del dtomo de C.

En cada espectro se resuelven tres componentes asignados a diferentes estados
quimicos del C. El primero, en un valor de energia de 285 eV, corresponde a las
uniones C-C y C-H. El segundo, a 286.6 eV, se asigna a la unién C-O y el tercero,
determinado por el grupo O-C=0 a 289.1 eV. En las figuras 5.12 y 5.13 se muestran las
areas relativas de cada uno de dichos componentes.
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En los espectros de los films de PLLA (figura 5.12), luego de la irradiacion vy la
degradacion, se observa una disminucion de la banda asignada a los enlaces C-O y al
grupo O-C=0, debido a la degradacion del polimero.

El mismo efecto se observa en los espectros de las peliculas de PHB (figura 5.13),
indicando también la degradacion del polimero.
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Figura 5.12 Espectros XPS de los polimeros PLLA sin irradiar sin degradar (S1-5SD).
PLLA irradiado (1) v PLLA irradiado y degradado (I-D).

Figura 5.13 Espectros XPS de los polimeros PHB sin irradiar sin degradar (S1-SD).
PHB irradiado (I) v PHB irradiado v degradado (I-D).

5.2.8 Anailisis térmico de los polimeros

5.2.8.1 Anilisis termogravimétrico (TGA) v ansilisis térmico diferencial (DTA)



Para llevar a cabo estos andlisis los polimeros PLLA v PHB fueron sometidos
previamente a los ensayos de degradacion enzimatica y no enzimatica in vifro.

5.2.8.1.1 Polilictico

En la tabla 5.4 se describen nuevamente las muestras de PLLA empleadas en este
analisis para una mayor comprension del texto a continuacion.

Tabla 5.4 Muestras de PLLA analizadas por TGA y DTA

Muestra Polimero Irradiacion Degradacion
fy PLLA no no
3 PLLA si no
8 PLLA no si
4 PLLA si s

En la figura 5.14 se muestran los termogramas obtenidos por DTA a baja temperatura
en los que se observa un pico endotérmico presente en todas las muestras. La posicion
del mismo para las muestras 3 y 4 (irradiadas) es de 168.57 °C v 168.76 °C
respectivamente. En las muestras 6 v 8 (sin irradiar), en cambio, se ubican a 169.30 °C
y 169.33 ° C respectivamente. En paralelo, puede verse que durante dicho proceso
endotérmico las muestras no sufren cambios en su masa (TGA) por lo que, dadas las
condiciones y de acuerdo a los datos de la literatura [9], la transicion de fase observada
puede atribuirse a la fusion del polimero que estaria ocurriendo a menor temperatura en
las muestras irradiadas.
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Figura 5.14 Curvas TGA y DTA, a baja temperatura, del polilictico
" Muestra 6: DTA PLLA sin irradiar/ sin degradar
— Muestra 3: DTA PLLA irradiado / sin degradar
— Muestra 8: DTA PLLA sin irradiar/ degradado
= Muestra 4: DTA PLLA irradiado/ degradado
"=~ TGA PLLA



Todas las muestras pierden la totalidad de su masa dentro del rango de temperaturas
(250-400) °C.

La naturaleza irregular de los sistemas poliméricos determina que cada muestra
presente un modelo de descomposicion propio. Sin embargo en la figura 5.15 puede
observarse que las polimeros irradiados (3 y 4) presentan un mismo patron en la forma
de sus picos de descomposicion térmica y los no irradiados (6 y 8), en cambio, exhiben
picos de descomposicion multiples sin un patron en comin entre ellos. Esto indica que
el tratamiento (irradiacion) modificé la estructura molecular de los polimeros, de
manera tal de hacerlos mas homogéneos frente a la descomposicion térmica.

TG OTE
mg ul
0.01
10.0
-50.0
£ 0l
-100.0
0.0l
0.01 100.0 2000 300.0 400.0 500.0
Temg [C

Figura 5.15 Curvas TGA y DTA completas del polilactico
"~ Muestra 6: DTA PLLA sin irradiar/ sin degradar
“~ Muestra 3: DTA PLLA irradiado / sin degradar
— Muestra 8: DTA PLLA sin irradiar/ degradado
— Muestra 4: DTA PLLA irradiado/ degradado
"= TGA PLLA

En la figura 5.16 puede verse que las muestras irradiadas (3 v 4) comienzan a perder
masa a temperaturas cercanas a los 250 °C. Luego, a una temperatura levemente
superior, lo hace la muestra 8 v finalmente, el polimero que no fue sometido ni a la
degradacidn in vitro ni a la irradiacion (muestra 6) comienza a hacerlo a temperaturas
mayores. Dichos resultados sugieren que ambos tratamientos (irradiacion v
degradacion) facilitan el comienzo de la descomposicion térmica.
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Figura 5.16 Curvas TGA del polilactico
" Muestra 6: PLLA sin irradiar/ sin degradar
— Muestra 3: PLLA irradiado / sin degradar
~= Muestra 8: PLLA sin irradiar/ degradado
 Muestra 4: PLLA irradiado/ degradado

5.2.8.1.2 Polihidroxibutirato

En la tabla 5.5 se describen nuevamente las muestras de PHB empleadas para este
andlisis para facilitar la comprension del texto a continuacién.

Tabla 5.5 Muestras de PHB analizadas por TGA y DTA

Muestra Polimero Irradiacion Degradacion
3 PHB no no
] PHB si no
7 PHB no s
2 PHB si si

Se realizaron los andlisisis termogravimétricos convencional (TGA) v diferencial
(DrTGA) cuyos termogramas se muestran en la figura 5.17. En ellos se observa que el
polimero irradiado y degradado se descompone por completo a menor temperatura que
el resto de las muestras. Dicho resultado sugiere que las peliculas de PHB irradiadas,
durante el ensayo de hidrélisis in vitro podrian haberse degradado mas que las no
irradiadas aumentando asi su susceptibilidad a la descomposicion térmica.
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Figura 5.17 Curvas TGA (trazo punteado) y DrTGA (trazo lleno) del polihidroxibutirato
" Muestra 5: PHB sin irradiar/ sin degradar
— Muestra 1: PHB irradiado / sin degradar
~— Muestra 7: PHB sin irradiar/ degradado
— Muestra 2: PHB irradiado/ degradado

En la figura 5.18 puede verse como los polimeros que no fueron sometidos al ensayo de
hidrolisis in virro (muestras 5 y 1) sufren una pequefia pérdida de masa a baja
temperatura durante el analisis térmico, la cual no se observa en los termogramas de las
muestras degradadas (2 v 7). Esto sugiere que los polimeros efectivamente sufrieron
degradacion durante los ensavos de hidrolisis in vitro.

Es importante destacar que las muestras sometidas a la degradacion in vitro presentan el
mismo comportamiento térmico a baja temperatura independientemente de que hayan
o ne sido irradiadas antes de la degradacion (muestra 2 y 7 respectivamente).
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Figura 5.18 Curvas TGA a baja temperatura del polihidroxibutirato
~ Muestra 5: PHB sin irradiar/ sin degradar
= Muestra |: PHB irradiado / sin degradar
™ Muestra 7: PHB sin irradiar/ degradado
= Muestra 2: PHB irradiado/ degradado

Si bien en el andlisis termogravimétrico no es posible resolver la diferencia entre las
temperaturas a las cuales cada muestra comienza a perder masa debido a la
descomposicion térmica (figura 5.19), en el analisis térmico diferencial se observa que
los polimeros irradiados (muestras 1 v 2) comienzan su descomposicion a menor
temperatura que los no irradiados (muestras 5 v 7) v que el polimero que solo fue
sometido a la degradacion (muestra 7) se descompone térmicamente antes que aquel al
cual no se le realizé ningln tratamiento previo al andlisis (muestra 5) (figura 5.20).
Dichos resultados sugieren que tanto la irradiacion como la degradacion facilitan el
proceso de descomposicion de los polimeros.

En la Figura 521 se muestran los termogramas DTA de cada polimero donde se
observa un proceso endotérmico correspondiente, de acuerdo a los datos de la literatura
[10]. a la fusion del PHB. Dada la heterogeneidad entre las muestras estudiadas las
pequeiias diferencias encontradas entre los picos no pueden ser atribuidas a una causa
en particular, por lo que no podria definirse un cambio significativo en la fusion debido
a la irradiacion y/0 la degradacion.
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Figura 5.19 Curvas TGA a alta temperatura del polihidroxibutirato

~ Muestra 5: PHB sin irradiar/ sin degradar
— Mouestra 1: PHB irradiado / sin degradar
— Muestra 7: PHB sin irradiar/ degradado
— Muestra 2: PHB irradiado/ degradado
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Figura 5.20 Curvas DTA a alta temperatura del polihidroxibutirato

= Muestra 5: PHB sin irradiar/ sin degradar
— Muestra 1: PHB irradiado / sin degradar
— Muestra 7: PHB sin irradiar/ degradado
— Muestra 2: PHB irradiado/ degradado

- 64 -




TS0 W

Tarmg [}

Figura 5.21 Curvas DTA a baja temperatura del polihidroxibutirato
" Muestra 5: PHB sin irradiar/ sin degradar
~— Muestra |: PHB irradiado / sin degradar
= Muestra 7: PHB sin irradiar/ degradado
= Muestra 2: PHB irradiado/ degradado

5.2.8.2 Calorimetria Diferencial de Barrido DSC

Para llevar a cabo este ensayo los polimeros PHB y PLLA fueron sometidos
previamente a los ensayos de degradacion enzimatica in vitre seglin se describe en la
seccion 4.2.4.2,

5.2.8.2.1 Polilactico

La figura 5.21 muestra los termogramas del segundo calentamiento de las cuatro
muestras de PLLA estudiadas.

En todas las curvas puede observarse un escalon a temperaturas cercanas a los 60°C
correspondiente a la transicion vitrea del polimero [9]. Luego, un primer pico
exotérmico pequefio y un segundo pico exotérmico mas importante, los cuales indican
dos procesos de cristalizacion. Finalmente, a mayor temperatura, se observa un pico
endotérmico atribuido a la fusion de los films [9].

El grado de cristalinidad (X,) de los polimeros fue determinado mediante la relacion
entre las entalpias de fusion de la muestra (obtenida del segundo calentamiento durante
el andlisis DSC) y de un polimero 100 % cristalino cuyo valor es 81 J ¢ [11].

En la tabla 5.6 se describen en detalle las temperaturas v entalpias correspondientes a
las transiciones observadas en los termogramas.
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Figura 5.21: Termogramas DSC del PLLA
~ Muestra 6: PLLA sin irradiar/ sin degradar
~— Muestra 4: PLLA irradiado / sin degradar
= Muestra 8: PLLA sin irradiar/ degradado
= Muestra 3: PLLA irradiado/ degradado

Tabla 5.6: Propiedades térmicas del PLLA: temperatura de fusion (Ty), entalpia de
fusién (AHy) temperatura de cristalizacion (1), entalpia de cristalizacion (AH.). grado

de cristalizacion (X.) v temperatura de transicion vitrea (Ty)
Termograma Polimero Irradiacion Degradacion T (°C) AH () g') Te("C) AH, (J E'rj X (%)* Tg("C)

verde PLLA no no 166,09 28,9 71,84 -1.4 6 55,26
102,26 -23,89

rojo PLLA si no 166,22 28,91 68,48 -2,28 3a £5,25
1025 -21,18

azul PLLA ni si 166,09 289 7534 -1,39 36 51,04
10144 -21.57

magents PLLA ] s 16586 312 71,99 -1,63 41 50,86
100,03 -2499

La irradiacion produjo un desplazamiento del primer pico de cristalizacion del polimero
hacia temperaturas inferiores, indicando una mayor facilidad de las moléculas para
reacomodarse, al ser expuestas a un calentamiento, luego del tratamiento.

La degradacién, en cambio. modifico el grado de cristalinidad y la temperatura de
transicion vitrea del polimero. Cabe destacar que las modificaciones producidas por la
degradacion sobre el film irradiado no son las mismas que sobre el polimero no
irradiado. En este Gltimo, luego de la degradacion el grado de eristalinidad no vario. En
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la muestra irradiada, en cambio, se produjo un aumento del mismo. Esta diferencia
sugiere que la hidrolisis, que como ya mencionamos ocurre con mayor facilidad en la
fase amorfa [3], habria ocurrido preferentemente en el polimero irradiado aumentando
de esa manera la fraccion cristalina en detrimento de la amorfa.

En ambos polimeros, irradiado v no irradiado, se observa una disminucion de la
temperatura de transicién vitrea luego de la degradacién debido al aumento en la
movilidad de las cadenas del polimero como resultado de la hidrélisis. Dicho variacion
es mayor en la muestra irradiada lo que indica que ésta habria sufrido mas degradacion.

5.2.8.2.2 Polihidroxibutirato

La figura 5.22 muestra los termogramas del segundo calentamiento de las cuatro
muestras de PHB estudiadas.

En todas las muestras se observa, a temperaturas cercanas a 0°C, el escalén
correspondiente a la transicion vitrea del polimero, Luego, un pico exotérmico que
indica un proceso de cristalizacion.

En todas las muestras, excepto en la de PHB irradiado y degradado, se observa un
segundo pico exotérmico pequefio correspondiente también a un proceso de
cristalizacién a mayor temperatura.

A temperaturas superiores a 170°C puede verse, en las cuatro curvas, un pico
endotérmico debido a la fusién del polimero.

El grado de cristalinidad (X.) de los polimeros fue determinado mediante la relacion
entre las entalpias de fusion de la muestra (obtenida del segundo calentamiento durante
el analisis DSC) y de un polimero 100 % cristalino cuyo valor es 146 ] g" de acuerdo a
lo indicado en la literatura [12].
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Figura 5.22: Termogramas DSC del PHB
" Muestra 5: PHB sin irradiar/ sin degradar
= Muestra 1: PHB irradiado / sin degradar
— Muestra 7: PHB sin irradiar/ degradado
= Muestra 2: PHB irradiado/ degradado

En la tabla 5.7 se detallan las temperaturas vy entalpias asociadas a las transformaciones
observadas en los termogramas.

Tabla 5.7: Propiedades térmicas del PHB: temperatura de fusion (Ty), entalpia de fusion
(AHy). temperatura de cristalizacion (T,). entalpia de cristalizacion (AH,), grado de
cristalinidad (X.) v temperatura de transicion vitrea (T,)

T:rmng_rnml Polimero Irradiacion Degradacion T("C) AH, (] g"} Te ("C) AH_ (J g"} X.(%)* Tg(*C)

verde FHB no no 173,16 7786 MET 3036 &3 -0.97
£8.37 -1,03

rojo FPHBE si o 172.68 7628 3966  -40.27 52 -1.38
65,84 -1,55

azul FHE no si 173,07 80,21 B2 3529 55 -(,89
68,63 -1,74

magenta FHE i si 170,77 T0.05 36,44 -38.47 54 -3,23

La irradiacion no produjo por si sola cambios en las propiedades térmicas de las
peliculas de PHB.

- (R -



La degradacion, en cambio, modificd el comportamiento de los polimeros frente a la
temperatura, pero, al igual que en los films de PLLA, dichas modificaciones difieren en
las muestras irradiadas respecto a las mismas en las muestras no irradiadas.

Solo en el polimero irradiado se produjo una disminucion en la temperatura de fusién
luego de la degradacién indicando, de esta manera, un comportamiento diferente frente
a la degradacion de las muestras irradiadas respecto a las no irradiadas.

El grado de cristalinidad aumentd como resultado de la hidrolisis tanto en las muestras
irradiadas como no irradiadas, lo que podria deberse no solo a la mayor susceptibilidad
de la parte amorfa frente a la degradacion, sino también a la posible cristalizacion
durante la incubacidn en el bafio a 37 ° C por reacomodamiento de las cadenas cortas
generadas por la hidrolisis.

Un resultado a destacar es la desaparicion del segundo pico de cristalizacion en la
muestra irradiada luego de la degradacion.

Por ultimo, solo en los polimeros irradiados se observa una disminucion de la
temperatura de transicién vitrea como resultado de la hidrolisis.

5.2.9 Peso molecular viscosimétrico del PHB

Se intentd estudiar el efecto producido por la irradiacion vy la degradacién sobre el peso
molecular viscosimétrico del PHB.

Para ello, se realizo un ensayo de degradacion in vitro del polimero [13], durante un
periodo de seis dias a 65 °C de temperatura.

En la tabla 5.8 se describen las muestras analizadas para dicho fin.

Tabla 5.8: Muestras estudiadas por viscosimetria

Muestra Polimero Irradiacion Degradacion
PHB PHB no no
PHB-I PHB si no
PHB-D PHB no si

PHB-ID PHB si si

La irradiacién produjo un descenso del peso molecular como resultado de los cortes de
cadena por efecto del haz de iones durante el tratamiento (figura 5.23).

Tanto el polimero irradiado como el no irradiado, luego de la degradacién presentaron
una disminucion de su peso molecular debido al corte de las cadenas poliméricas
producido por la hidrélisis (figura 5.24). Puede observarse que dicho cambio en el peso
molecular es menor en la muestra irradiada indicando probablemente una menor

degradacion.
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Figura 5.23: Representacion grafica de los pesos moleculares viscosimétricos del
polimero PHB no irradiado (PHB) e irradiado (PHB-I). Los resultados en color naranja
corresponden a los obtenidos seglin las referencia [8] v los de color verde, a los
obtenidos segin la referencia [14].
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Figura 5.24: Representacion grafica de los pesos moleculares viscosimétricos de los
polimeros PHB (PHB), PHB degradado (PHB-D), PHB irradiado (PHB-I) v PHB
irradiado v degradado (PHB-ID). Los resultados en color naranja corresponden a los
obtenidos segin las referencia [8] v los de color verde, a los obtenidos segin la
referencia [14].

Referencias

[1] Ken-ichi Kasuya, Yoshio Inoue, Kenji Yamada, Yoshiharu, Polymer Degradation
and Stability 48 (1995) 167-174.

-70 -



[2] Hideki Abe, Isao Matsubara, Yoshiharu Doi, Yoji Hori, Akio Yamaguchi,
Macromolecules 27 (1994) 6018-6025.

[3] Yutaka Tokiwa., Buenaventurada P. Calabia, Appl. Microbiol. Biotechnol. 72
(2006) 244-251.

[4] Tsuyoshi Furukawa, Harumi Sato, Rumi Murakami, Jianming Zhang, Yong-Xin
Duan, [sao Noda, Shukichi Ochiai, Yukihiro Ozaki, Macromolecules 38 (2005) 6445-
6454,

[5] Pamula, M. Blazewicz, C. Paluszkiewicz, Journal of molecular structure 596 (2001)
69-75 E.

[6] G. Velazquez de la Cruz, M.O. Martin-Polo A. Herrera-Gomez, Superficies y Vacio
11 (2000) 24-31.

[7] Nadarajah Vasanthan, Onah Ly, Polymer Degradation and Stability 94 (2009) 1364-
1372.

[8] Jun Xu, Bao-Hua Guo, Rui Yang, Qiong Wu, Guo-Qiang Chen, Zeng-Min Zhang,
Polymer 43 (2002) 6893-6899.

[9] Nadarajah Vasanthan, Onah Ly, Polymer Degradation and Stability 94 (2009) 1364-
1372.

[10] Zdeno Spitalsky, Igor Lacik, Elena Lathova, Ivica Janigova, Ivan Choddk,
Polymer Degradation and Stability 91 (2006) 856-861.

[11]J. Appl. Polym. Sci. 54 (1994) 1525-1535
[12] J. Mater. Sci. 19 (1984) 2781-2794.

[13] Thomas Freier, Carmen Kunze, Claudia Nischan, Sven Kramer, Katrin Sternberg,
Marko Sab, Ullrich T. Hopt, Klaus-Peter Schmitz, Biomaterials 23 (2002) 2649-1657.

[14] Kerry J. Townsend, Karsten Busse, Joerg Kressler, Carmen Scholz, Biotechnol.
Prog. 21 (2005) 956-964.

=71 -



Capitulo 6
Discusion

En las primeras secciones se describieron las caracteristicas y propiedades de los
polimeros polilactico y polihidroxibutirato. Una de las propiedades a modificar en
ambos polimeros durante este trabajo. era su cardcter relativamente hidrofébico, lo cual
significa una limitacion para su uso en ingenieria de tejidos por disminuir su afinidad
con los componentes biolégicos v por hacerlos menos afines a las moléculas de agua
durante el proceso de hidrélisis para su degradacion. Para ello se realizé la irradiacion
de los polimeros PLLA v PHB con iones pesados de alta energia.

Se sabe que mediante la irradiacion con iones pesados se generan cambios estructurales
y quimicos, los cuales hemos descripto en la seccion 2, que pueden ser usados para
modificar ciertas propiedades de los materiales [1, 2, 3].

Con las diferentes técnicas empleadas hemos podido estudiar algunos de dichos
cambios. Debe aclararse que de todos los métodos usados, los resultados del anélisis
por microscopia electronica de barrido en modo ambiental (ESEM), por espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) en modo ATR y microlR en reflexién
especular, por medio del dngulo de contacto y por espectroscopia fotoelectronica de
rayos X (XPS), corresponden a caracterizaciones de la superficie del polimero. El
estudio de las propiedades térmicas mediante andlisis termogravimétrico (TGA-DTA) v
calorimetria diferencial de barrido (DSC) y el estudio del peso molecular por
viscosimetria, en cambio, determinan las caracteristicas del polimero en todo su
volumen.

En primer lugar es importante mencionar que el aspecto de las muestras a simple vista
no cambio inmediatamente luego del tratamiento.

La técnica de microscopia electronica de barrido no fue lo suficientemente sensible
para determinar las modificaciones producidas por la irradiacion en la superficie de los
polimeros. La diferencia observada en las imagenes del PLLA antes y después del
tratamiento pudo haber sido causada por un calentamiento de la muestra durante la
irradiacién va que, si bien se trabajo con baja intensidad de corriente y tiempos
prolongados para evitar dicho efecto, no puede asegurarse que este no se haya
producido. Es importante destacar, ademas, que la temperatura de transicion vitrea del
PLLA es de aproximadamente 50°C, valor que pudo haber sido alcanzado ficilmente
durante la irradiacion de no disiparse completamente el calor en la muestra,
modificando asi el aspecto del polimero.

Mediante el estudio de la superficie de los polimeros por XPS se determind una
disminucion de la banda asignada a los enlaces C-O luego de la irradiacion lo cual
indica que el tratamiento provoco la ruptura de dichos enlaces.

Esto es coherente con la disminucién del peso molecular viscosimétrico hallada en las

muestras de PHB irradiadas. Es bien conocido que entre los efectos producidos por la
irradiacion de polimeros podemos encontrar cortes de cadena o entrecruzamiento de las
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mismas [4]. En nuestro caso los resultados confirman que el efecto predominante en
estos polimeros es el corte de cadenas.

El corte de cadenas producido por la irradiacion genera grupos funcionales terminales
que ofrecen mayor polaridad a las moléculas de los polimeros irradiados. La
disminucién del dngulo de contacto observada en las superficies tratadas lo demuestra,
indicando el aumento de su caracter hidrofilico. De acuerdo a los resultados obtenidos
en estudios anteriores, este aumento de hidrofilicidad en la superficie de los polimeros
irradiados mejora la adhesion y proliferacién de células cuando se los emplea como
sustratos celulares [5. 6].

Mediante el andlisis de los espectros infrarrojos se determiné una disminucion de la
fraccion cristalina del PLLA y el PHB producida por el tratamiento. Diferentes estudios
muestran que un polimero semicristalino expuesto al haz de iones pierde gradualmente
su habilidad para cristalizar y, a partir de una fluencia critica, se vuelve completamente
amorfo [7]. Por ejemplo en trabajos previos [8, 9] se muestra que el grado de
cristalinidad de un polimero (en este caso poliuretano) cambia sustancialmente con la
irradiacion  i6nica. La formacion de entrecruzamientos y el subsiguiente
reacomodamiento de las uniones cambian la morfologia del polimero lo que genera un
estado de desorden con la consecuente amorfizacion.

Al estudiar el comportamiento térmico de los polimeros se observé que los procesos de
cristalizacién y fusion del PLLA se producen a menor temperatura luego de la
irradiacion del polimero. En el PHB, en cambio, no se encontraron dichos resultados.
Esta diferencia puede deberse a que el rango de los iones (21 um) durante la irradiacion
de los polimeros corresponde a casi la mitad del espesor del PLLA (50 pum) y menos de
la cuarta parte del espesor del PHB (100 pm), por lo tanto el volumen modificado no es
el suficiente para que la técnica sea sensible al cambio.

Habiendo determinado, mediante la interpretacion de los resultados de XPS y peso
molecular viscosimétrico, que la irradiacion produjo cortes en la estructura del
polimero, la disminucion de las temperaturas de cristalizacion y fusién puede atribuirse
a la mayor movilidad de las cadenas cortas generadas.

Siguiendo con el comportamiento de los polimeros frente a la temperatura se observé
una mayor susceptibilidad a la descomposicién térmica tanto del PLLA como del PHB
luego de la irradiacion. En este caso, como lo que varia con el tratamiento es la
temperatura a la cual comienza a producirse la descomposicion, es de esperar que el
cambio se distinga también en el PHB debido a que la descomposicion se produce en
forma gradual en un rango de temperaturas, por lo que la parte atravesada por el haz
estaria contribuyendo al comienzo prematuro del proceso.

Por otro lado, dada la naturaleza irregular de los sistemas poliméricos cada muestra
tiene un pico de descomposicién propio, sin embargo, todas las muestras de PLLA
irradiadas presentaron un mismo patrén de descomposicion indicando una
homogenizacién del polimero tratado frente a la descomposicién térmica.

Finalmente, en cuanto a las modificaciones generadas por la irradiacion se vio que las
peliculas de PHB inmediatamente después de la irradiacién no presentaron cambios en
su aspecto, sin embargo luego de aproximadamente 60 dias de almacenamiento a
temperatura ambiente, en un lugar seco y resguardado de la exposicion a la luz,
presentaron un aspecto mas opaco revelando la zona irradiada.
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Teniendo en cuenta, de los resultados obtenidos por DSC, que el PHB presenta un pico
de cristalizacion a temperaturas cercanas a los 30°C y que el peso molecular
viscosimétrico del polimero disminuyé como resultado del tratamiento, la opacidad de
la region de la muestra irradiada puede deberse a la cristalizacion del polimero a
temperatura ambiente facilitada por la mayor movilidad de las cadenas.

Debido a que la finalidad del tratamiento de los polimeros es modificar las propiedades
de la superficie sobre la que se cultivardn las células para generar un tejido, los films de
PLLA y las peliculas de PHB fueron irradiadas solo en una de sus caras, por lo que, en
el implante, la superficie irradiada estard cubierta por el tejido y la superficie no
irradiada serd la que esté en contacto directo con el medio fisiolégico. Sin embargo,
debe estudiarse el efecto producido por la irradiacion sobre la degradabilidad debido a
que las moléculas de agua, que como se describié en la introduccion son las
responsables de la hidrélisis, pueden difundir entre el tejido y el sustrato, entre las
células del tejido (dependiendo el tipo de tejido) y a través de la matriz polimérica
alcanzando las zonas modificadas por la irradiacion.

En la seccion 1.3 se desarrollaron los posibles mecanismos de degradacion de los
polimeros implantados, entre los cuales la hidrélisis es el de mayor importancia debido
a la gran disponibilidad de moléculas de agua presentes en el medio fisiologico. Por
ello, en este trabajo, se llevaron a cabo los ensayos de hidrélisis enzimatica y no
enzimética para evaluar si la irradiacion afecta la degradabilidad de los polimeros.

Durante la hidrdlisis se controld la pérdida peso del polimero. Para el PHB solo se vio
una pequeiia pérdida de peso sin encontrarse diferencias entre las muestras irradiadas y
no irradiadas. El peso molecular de este polimero, determinado por viscosimetria, en
cambio, disminuy6 como consecuencia del corte de las cadenas poliméricas durante la
hidrélisis. Ambos resultados concuerdan con los obtenidos en un estudio previo de
degradacidn in vitro del PHB [10].

En el PLLA la variacion de peso no fue significativa. Esto, de acuerdo a la bibliografia
[11]. se justifica considerando que la estructura microporosa del polimero puede
representar una barrera para el flujo de los productos de degradacion al buffer de
incubacion.

A través del estudio de las superficies por XPS se determind una disminucién de los
enlaces C-O y de los grupos 0-C=0, lo que indica que se produjo la hidrélisis de las
uniones éster. Debe aclararse que, por falta de tiempo, sélo se estudio la degradacion en
los polimeros irradiados, no pudiendo comparar, por esta técnica, con la degradacion de
los polimeros sin irradiar. Por lo expuesto solo se puede asegurar que el polimero
irradiado efectivamente se degrada por hidrolisis.

La disminucién del angulo de contacto observada con la degradacion, tanto del PHB
como del PLLA, indica un aumento del caracter hidrofilico de sus superficies. Esto se
debe a que durante la hidrdlisis de las uniones éster que conforman la estructura del
polimero, se generan grupos hidroxilos terminales que aumentan la polaridad de las
moléculas incrementando asi su hidrofilicidad. Los polimeros irradiados no presentaron
diferencias respecto a los no irradiados en el aumento del cardcter hidrofilico de las
superficies debido a la degradacion.

Considerando que la microestructura del polimero influye en su susceptibilidad a la
degradacion siendo la parte cristalina la méas resistente [12], el aumento en la fraccién

=T -



cristalina observado luego de la degradacion, mediante el analisis de los espectros
FTIR, tanto en los polimeros sin irradiar como en los irradiados, indica, por un lado que
se produjo hidrélisis, ¥y por otro, que ésta tuvo lugar mayoritariamente en las partes
amorfas de los polimeros. Estos resultados confirman los obtenidos en previos estudios
de hidrdlisis in vitro del PLLA y el PHB [13 y 14].

En cuanto al estudio microscopico de las muestras, respecto al PHB, puede decirse que,
teniendo en cuenta que las imagenes obtenidas pertenecen a la misma superficie antes y
después de la hidrélisis, la degradacion provocd un desgaste de la superficie
independientemente de que la misma estuviera o no irradiada, indicando asi que el
polimero irradiado se degrada de la misma forma que el no irradiado.

Habiendo determinado ya que la irradiacién produjo una amorfizacién de los polimeros
¥ que la parte amorfa es la mas susceptible a la degradacion, las diferencias observadas
en el PLLA entre la superficie irradiada degradada y la superficie no irradiada
degradada pueden ser explicadas de la siguiente manera. En la superficie del polimero
sin irradiar, la degradacién produjo grandes agujeros en zonas discretas que
corresponderian a la parte amorfa, mas susceptible a la hidrolisis. Intercaladas con estas
zonas, se ven importantes porciones de la matriz sin degradar, las que podria
corresponder a la parte cristalina mas resistente, quedando asi una superficie degradada
en forma heterogénea.

El polimero irradiado, en cambio, presento toda la superficie cubierta por poros muy
pequefios generados por la degradacion. El hecho de que los iones hayan producido la
amorfizacion de las zonas cristalinas seria la causa de que la superficie se vea
homogéneamente degradada.

Ya vimos, con los estudios del peso molecular por viscosimetria y con el andlisis por
XPS, que la irradiacion provoco cortes en las cadenas del PLLA y el PHB vy que esto,
provocd un aumento de la susceptibilidad de los polimeros al comienzo de la
descomposicion térmica, lo cual se determind con el andlisis termogravimétrico. La
degradacion, debido a la hidrolisis de los enlaces éster también genero cortes de cadena,
facilitando de la misma manera la descomposicion de los polimeros a alta temperatura.
Debido a que el efecto producido por la irradiacion (corrimiento del inicio de la
descomposicion térmica a menor temperatura) es mayor que el generado por la
degradacion, no pueden distinguirse las diferencias entre el polimero sin irradiar
degradado y el polimero irradiado degradado. De esta manera puede sugerirse que la
irradiacion y la degradacion, como consecuencia del corte de las cadenas del polimero
hardn que éste comience a descomponerse a menor temperatura, pero no puede verse si
la degradacion del polimero irradiado es diferente a la del polimero sin irradiar.

En el caso del PHB, sin embargo, si bien en el comienzo no se ven diferencias, se
observa que el polimero irradiado degradado se descompone por completo a menor
temperatura que el resto, indicando que las muestras de PHB expuestas al haz de iones
pudieron haberse degradado mas durante la hidrélisis in vitro.

Otro resultado a discutir del PHB en particular es el hecho de que las muestras que no
fueron sometidas al ensayo de hidrélisis in vifro tienen, a baja temperatura, un
comportamiento térmico diferente al de las muestras que si fueron sometidas a la
degradacion, y que este resultado se observa independientemente de que el polimero
haya o no sido irradiado antes de la hidrélisis. Esto sugiere que tanto los polimeros
irradiados como los no irradiados fueron degradados durante los ensayos in vitro.
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Los cortes en la estructura del polimero producidos por la degradacién, aumentan la
movilidad de las cadenas lo cual disminuye la temperatura de transicion vitrea del
polimero degradado [11). Este efecto, en el caso del PHB, solo se observo, luego del
ensayo de hidrolisis in vitro, en las muestras previamente irradiadas. En el PLLA, si
bien tanto en los films irradiados como en los no irradiados se vio la disminucion de la
temperatura de transicion vitrea debido a la degradacion, el cambio fue mayor en las
muestras irradiadas. Sabiendo que la degradabilidad de un polimero depende, entre
otros factores, de su peso molecular [12] v habiendo comprobado, mediante diferentes
técnicas (XPS, viscosimetria), que el haz de iones produjo cortes en las cadenas
poliméricas con disminucion del peso molecular, podriamos sugerir que los polimeros
PHB v PLLA modificados por la irradiacion habrian sufrido mas degradacion durante
la incubacion in vitre que aquellos no irradiados.

Por calorimetria diferencial de barrido, en las peliculas de PHB irradiadas y no
irradiadas sometidas a la degradacion se vio un aumento del grado de cristalinidad
debido a la degradacion de la parte amorfa. Esto es coherente con el aumento en la
fraccion cristalina determinado por FTIR en las mismas muestras.

Al haber estudiado el comportamiento térmico por DSC del PHB determinamos que
éste cristaliza a temperaturas cercanas a los 39°C. Teniendo en cuenta esto y sabiendo
que los polimeros durante la hidrélisis sufren una disminucion de la longitud de sus
cadenas, el aumento de la fraccion cristalina luego de la degradacion in vitro podria
deberse también a un fendmeno de cristalizacién que se produjo durante la incubacion a
37°C por reacomodamiento de las cadenas cortas generadas durante la hidrolisis.

En el caso del PLLA, en cambio, solo los films previamente irradiados aumentaron su
grado de cristalinidad luego de la hidrolisis. Debido a que la tasa de degradacion
disminuye conforme aumenta la cristalinidad [12] y que la irradiacién produjo la
amorfizacion de los polimeros, las muestras de PLLA irradiadas, al ser menos
cristalinas, se estarian degradando mas facilmente por lo que solo en ellas se veria el
cambio en el grado de cristalinidad luego del ensayo de hidrélisis. Esto estaria de
acuerdo con los resultados ya discutidos del analisis microscépico de este polimero.
Ademis, al estudiar las modificaciones producidas por la irradiacion en el PLLA se vié
que el tratamiento con el haz de iones disminuyé la temperatura de fusion del polimero
y es sabido que esta tiene un fuerte efecto en la degradabilidad, siendo aquellos
polimeros de mayor temperatura de fusion menos degradables [12].

Por otro lado, si bien no se observaron diferencias en cuanto al aumento de cristalinidad
luego de la degradacién entre las peliculas de PHB irradiadas y no irradiadas, solo en
las muestras expuestas al haz de iones se vio, en los resultados del andlisis térmico
diferencial, una disminucién en la temperatura de fusion luego de la degradacion.
Como se discutié anteriormente, este cambio, que coincide con la disminucién de la
temperatura de transicion vitrea observada en estas mismas muestras, se debe a una
mayor movilidad de las cadenas cortas generadas, en este caso, por la hidrdlisis.
Ademas, el PHB irradiado, a diferencia del no irradiado, luego de la degradacion dejé
de cristalizar a temperaturas cercanas a los 65°C. Considerando una vez mas el corte de
cadenas producido por la hidrélisis, este cambio en el comportamiento térmico podria
atribuirse a que toda la cristalizacion del polimero irradiado degradado se estaria dando
a baja temperatura (39°C aproximadamente) debido a que las cadenas serian
suficientemente cortas para reacomodarse con poca energia (baja temperatura). Cabe
resaltar que esta muestra (PHB irradiado y degradado) es la misma que se diferencié
del resto porque. ademas de disminuir sus temperaturas de fusion y transiciéon vitrea
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luego de la degradacion, se descompuso térmicamente por completo a menor
temperatura. Estas diferencias encontradas entre el polimero PHB irradiado luego de la
degradacion respecto al no irradiado indicarian que las peliculas modificadas por el
tratamiento con el haz de iones estarian siendo mas degradadas durante el ensavo de
hidrélisis in vitro.

En los resultados obtenidos del estudio de las muestras de PHB por viscosimetria se vio
que, si bien tanto los polimeros irradiados como los no irradiados sufrieron una
disminucién de su peso molecular luego de la degradacion indicando que en ambos
casos se produjo la hidrolisis de las uniones éster, la disminucién de peso molecular
como consecuencia de la incubacion fue menor en los polimeros irradiados.

Para discutir este resultado, deben tenerse en cuenta las condiciones en las que se
realizo el ensayo de degradacion in vitro (temperatura de incubacion de 65°C.

Habiendo determinado por el resto de las técnicas que la degradacion in vitro de los
polimeros irradiados fue igual o mayor que la de los polimeros no irradiados, de haber
sometido a las muestras a las mismas condiciones de incubacién se esperaria obtener
una disminucién de peso molecular luego de la degradacion de los polimeros irradiados
igual o mayor que la de los polimeros no irradiados. Sin embargo, el hecho de haber
incubado las muestras a 65°C durante seis dias para acelerar el proceso de degradacién
desencadeno otro resultado.

Ya vimos que la irradiacion produjo mayoritariamente cortes en las cadenas del
polimero, aumentando la movilidad de las mismas y facilitando el reacomodamiento
durante la cristalizacion. Del andlisis por DSC, se determiné que el PHB puede
cristalizar en un rango de temperatura entre los 30°C y los 69°C aproximadamente. Si se
considera que la incubacién se llevd a cabo a 65°C, temperatura a la cual el polimero
puede cristalizar, y que la irradiacion disminuyo la longitud de las cadenas, se puede
esperar que el polimero irradiado haya cristalizado durante la incubacién. Recordando
que la tasa de degradacion disminuye conforme aumenta la cristalinidad del polimero
[12] se explica que el PHB irradiado, haya sido menos degradado durante el ensayo de
hidrélisis acelerado por temperatura.

Debe aclararse que si bien al comienzo de esta discusion se explico que en este trabajo
se llevaron a cabo los ensayos de hidrdlisis enzimatica y no enzimatica para evaluar si
la irradiacion afecta la degradabilidad de los polimeros, todos los resultados expuestos
se refieren a ambos ensayos en forma indistinta. No hubo diferencia en la degradacion,
evaluada por las técnicas explicadas, en los ensayos con y sin enzima. Esto,
considerando que la enzima fue sometida a un control positivo a través del cual se
asegurd la actividad de la misma, indica que los polimeros estudiados no son
degradados in vitro por la enzima elegida en las condiciones de ensayo empleadas y
que la degradacion estudiada fue producto de una simple hidrélisis sin catalisis
enzimdtica.

Habiendo evaluado todos los resultados se logré determinar el efecto de la irradiacion
en las propiedades y en la degradabilidad de los polimeros PLLA y PHB. El incremento
de cardcter hidrofilico, la amortizacion y el consecuente aumento de la degradacion los
hace mds apropiados para su uso como soporte de células y su posterior implantacion.
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Capitulo 7

Conclusiones

En este trabajo se irradiaron los polimeros biodegradables PHB y PLLA con haces de
iones pesados de alta energia con el fin de modificar sus propiedades superficiales para
mejorar la adhesion y proliferacién celular.

Se estudid la degradabilidad de los polimeros modificados por la irradiacion
caracterizando, mediante diferentes técnicas, los cambios producidos por la hidrélisis.

Como se vio a través de los resultados del andlisis quimico de las superficies por XPS y
de la determinacion de peso molecular viscosimétrico, el efecto predominante de la
irradiacion en los polimeros fue el corte de cadenas. Esto provocd la amorfizacion del
material, lo cual fue comprobado mediante los analisis de Espectroscopia Infrarroja
(disminucién de la cristalinidad) v de TGA (disminucion de las temperaturas de
cristalizacion, de fusion y de descomposicion térmica). Debido al tratamiento se
encontrd también un aumento del cardcter hidrofilico de la superficie, medido a través
del angulo de contacto.

Durante la degradacion in vitre se produjo la hidrolisis de las cadenas de los polimeros
independientemente de que estos hubieran o no sido irradiados antes de la degradacion,
lo cual se determiné por la disminucion del peso molecular viscosimétrico, la menor
cantidad de uniones C-O determinadas por XPS y el aumento del caracter hidrofilico de
las superficies evaluado por el angulo de contacto.

Del estudio de los espectros infrarrojos y del andlisis por calorimetria diferencial de
barrido se verificé que la hidrolisis se produjo mayoritariamente en la parte amorfa de
los polimeros.

En el caso del PLLA en particular la superficie irradiada fue degradada de manera mas
homogénea que la superficie sin irradiar debido a la amorfizacion producida por el
tratamiento. Esto lo hace mas adecuado para su uso como sustrato de células y su
posterior implantacion.

Si bien se determind que todos los polimeros, irradiados y no irradiados, se degradaron
por hidrdlisis, de los resultados obtenidos mediante las técnicas DSC y TGA se
concluye que el PHB y el PLLA modificados por la irradiacion sufrieron mas
degradacion que los no irradiados debido a que solo en ellos se vio la disminucion de
las temperaturas de transicion vitrea y de fusion debido al corte de las cadenas.
Ademas, por un lado de todas las muestras de PLLA, solo el polimero irradiado
aumento su grado de cristalinidad luego de la degradacion y por el otro, de todas las
muestras de PHB, solo el polimero irradiado se descompuso térmicamente a menor
temperatura luego de la degradacion. Ambos hechos confirman que las modificaciones
producidas por la irradiacion en los polimeros PLLA y PHB aumentan su
degradabilidad.

En conclusion, la irradiacion ademds de mejorar las propiedades de las superficies de
los polimeros PLLA y PHB lo cual, como se ha visto en trabajos anteriores del grupo,
facilita la adhesién y proliferacion celular, favorece su degradacion hidrolitica in vitro
haciéndolo mas apropiado para su aplicacion en implantes médicos.
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Es esencial notar que en este trabajo no se tiene en cuenta la degradacion asociada a la
actividad celular ni a la respuesta del sistema inmunolégico. En algunos casos, estos
fenomenos biolégicos pueden cambiar significativamente los resultados obtenidos. Por
ello deberia tenerse en cuenta, como perspectiva futura, el estudio de la degradacion in
vivo de los polimeros asociados a las células.
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