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Resumen

Las membranas poliméricas de poros/conductos perfectos, son estudiadas desde 1970 y se
comercializan desde hace tres década, siendo los principales campos de aplicacion la filtracion,
purificacion y andlisis de particulas en aire. No obstante, la evolucion de la nanotecnologia
permiti6 desarrollar membranas con mejores rendimientos, nuevas funcionalidades vy
aplicaciones, como por ejemplo, en biocatalisis, separacion selectiva de moléculas, deteccion
de moléculas, biosensores y molde para construir otras estructuras nanométricas.

Por otro lado, el polietilentereftalato (PET) es un polimero que se caracteriza por tener una gran
resistencia a agentes quimicos, excelentes propiedades 6pticas, bajos costos de fabricacién,
es biocompatible, hemocompatible y antimicrobiano, que lo hacen util para diversas
aplicaciones biolégicas.

Dentro de este contexto, se presenta en este trabajo la preparacién de membranas poliméricas
de PET con nanoporos perfectos funcionalizados. Se estudi6é la preparacion de membranas
tipo track-etched mediante el proceso de grabado quimico, evaluandose el efecto de las
variables del proceso (temperatura, concentracion del alcali, tiempo de incubacién y el pre
tratamiento con luz UV). Se realiz6 la caracterizacion de las mismas mediante diferentes
técnicas fisicoquimicas. Todas las variables estudiadas afectaron el diametro final de los poros.
Se obtuvieron membranas con poros de didmetro en un rango de 25 nm a 500 nm, con una
distribucién muy homogénea. Asimismo, las micrografias obtenidas por FESEM de cortes
transversales de la membrana, permitieron determinar que los nanoconductos formados son
cilindricos y atraviesan toda la membrana, como se habia predicho en base a las simulaciones
usando el cédigo computacional SRIM.

Para realizar estudios funcionales se desarroll6 ad-doc un dispositivo de microceldas (MCD),
con el fin de evaluar el transporte de masa sobre estas membranas. A través de este estudio
se logré determinar una condicion 6ptima de grabado quimico, para la cual se obtienen
membranas con un transporte optimo.

Se estudid la modificacion de los nanoconductos con el mondémero glicidil metacrilato (GMA),
mediante dos métodos distintos de polimerizacion por injerto: la polimerizacién simultanea
radioinducida y la polimerizacion iniciada por radicales remanentes. Para detectar el injerto
introducido se desarroll6 una nueva técnica indirecta de cuantificacion por marcacion
fluorescente, de muy alta sensibilidad, que involucra la derivatizacion quimica y marcacion
fluorescente. La fluorometria y microscopia confocal permitieron estudiar las modificaciones de
los nanoconductos con suficiente sensibilidad, logrando asi revelar la presencia del injerto
introducido, cuantificarlo y determinar la localizacién especifica del mismo sobre las paredes
internas de los nanoconductos. Otros estudios funcionales, como transporte de masa y
espectroscopia de la impedancia electroquimica, permitieron aseverar que se logré introducir
una minima modificacién superficial del conducto con pGMA y este no afecta al transporte, ni
obstruye el paso de moléculas ni iones a través de este.
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Se investig6 la funcionalizacién del injerto de pGMA con ligandos de bajo PM, con diferentes
carga electrostatica (cisteamina, B-mercaptoetanol y acido. tioglicélico), con el objetivo de
preparar nanoconductos iénicos y evaluar la permeacién selectiva. La caracterizacién de estas
membranas se realizé mediante el estudio de transporte de masa y de espectroscopia de la
impedancia, ambas técnicas se utilizan para evaluar el comportamiento del transporte en
estructuras nanométricas. Se lograron medir diferencias entre el comportamiento de las
membranas funcionalizadas, principalmente de las membranas con carga (+) funcionalizada
con cisteamina y la de carga (-) funcionalizada con acido tioglicélico. Los resultados obtenidos
confirman que se logré funcionalizar el injerto de pGMA, ubicado en las paredes internas de los
nanoconductos y que el ligando incorporado cambia las propiedades de los mismos.

Se profundizé en el estudio de la funcionalizacion, con ligandos de alto PM, con distintas
proteinas como la GFP, GFP-Cisl y B-Lactamasa, con el fin de utilizarlos como sistemas
biohibridos y su aplicaciéon potencial como sistema biosensor o biocatalizador. Para ello, la
funcionalizacién se realiz6 mediante reacciones de inmovilizacion covalente, de tipo
monopuntual (reaccién epoxi-tiol) y de tipo multipuntual (reaccién glutaraldehido/amino). En
ambos casos se logré la inmovilizaciéon. De la comparacién de ambas técnicas se demostro
que la inmovilizacién coval ente de tipo multipuntual fue la mas eficiente.

Los diferentes sistemas preparados (polimero-proteina) se caracterizaron en base a su
potencial aplicacién final, evaluandose la respuesta de los sistemas frente a cambios en las
condiciones del entorno. Ademas se realiz6 lo mismo con la proteina libre para poder comparar
los resultados.

El sistema membrana-GFP tuvo un perfil de respuesta similar al de la proteina libre, frente a los
cambios de pH. La buena respuesta a los cambios de pH del medio permite que se lo
considere como un potencial sensor fluorométrico de pH. Mientras, que el sistema Memb- {3 -
Lactamasa presenté una muy buena estabilidad de almacenamiento a 8°C, en comparacién a
la altisima reduccidn de la enzima libre.

En este trabajo se describe por primera vez la modificacion de membranas PET, a través de
una técnica sitio especifica de modificacion de polimerizacion via radicales remanentes, que no
requiere de agentes quimicos adicionales y de la cual no hay precedentes en literatura. Se
obtuvieron sistemas biohibridos enziméticos o fluorescentes para aplicaciones potenciales
como biosensor de pH y enzimatico.

Este trabajo pionero abre las puertas para el desarrollo de nuevas aplicaciones de las
membranas track-etched a través de nuevas funcionalidades que pueden sumarse a las ya
conocidas propiedades de transporte.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes



Universidad
Nacional
de Quilmes

®

Tesis Doctoral

Nanoconductos
Biohibpids

Autora: Lic. Silvia L. Soto Espinoza

Director: Dr. Mariano Grasselli

Codirectora: Dra. Claudia Arbeitman

2016






Universidad Nacional de Quilmes

Depto de Ciencia y Tecnologia

Laboratorio de Materiales Biotecnologicos
(LAMABIO)

Nanoconductos Biohibridos en
Membranas Poliméricas de Poros
Perfectos

Tesis Doctoral
Lic. Silvia L. Soto Espinoza
2016



Universidad Nacional de Quilmes

Nanoconductos Biohibridos en
Membranas Poliméricas de Poros
Perfectos

Tesis presentada para optar al
Grado de Doctor en Ciencia
y Tecnologia, por la Lic.
Silvia L. Soto Espinoza
2016



A mis padres, Fvangelina vy Benigno, qie me
enseriaron a ir siempre hacia adelante, dar lo mejor de
uno vy brindar una mano a quien lo necesite y A mis
hermanos, Miguel, Marcelo, Veronica, Cristian, Jesica vy
Diego, por estar siempre, ayudarme a crecer y enseniarme
a disfrutar de la vida. A mi director, Mariano G. que me
abrio este camino y por ser mi refevente, Y a Martin, por
darme todo su amor vy el regalo mds lindo de la vida,
nuestro hijo Tomds.






Agradecimientos

Quisiera agradecer a todos aquellos que permitieron y aportaron

para que hoy pueda cerrar un primer ciclo.

e Dr. Mariano, Grasselli, por darme la oportunidad de integrar su grupo de
investigacion “LAMABIO”, por brindarme la oportunidad de crecer profesional y
cientificamente, antes de ser formalmente becaria. Por su constante apoyo vy
disponibilidad para discutir resultados. Por su calidez humana, ser ademas de
director consejero de la vida, compartir alegrias personales y dedicacion

durante estos afnos.

e Dra. Claudia Arbeitman, por brindarme su tiempo y disposicion para analizar
resultados y disefnar experimentos. Por responder dudas, por meterse de lleno
con EIS desde cero y lograr que sea una herramienta de analisis para mis
membranas y por ayudarme sobre todo en la ultima etapa, con la escritura y

correccion de la tesis. Sin su aporte este trabajo no hubiera sido lo mismo.

e A todos los LAMABIENSES, que estan y/o fueron parte del laboratorio desde
que inicie mis pasos: a Claudia B. por ayudarme en mis primeros pasos en el
laboratorio, a Sonia S. por su buen humor, confianza y apoyo; A Federico R.
por su locura permanente, sus mates y poner buena mdsica; a Romina H. por
su buena onda; a Fernando D. por su extra super locura, buena onda y tener
una sonrisa dibujada; a Flavia Q. por la buena musica, y mates compartidos; a
Laura C. por ser una despistada linda y compartir alegrias; a Mirna S. por
compartir buenas mateadas y darle glamur al laboratorio, a Leandro M. por
traer los parlantes, poner buena musica, compartir alegrias personales y
aguantar a todo el plantel femenino; a Giuli E. por dejarme que la guie en su
paso por el lab.; a Gonzalo C. por su energia juvenil e impetu; a Estefania A.
por ser una gran persona, siempre dispuesta a ayudar y estar siempre con una
sonrisa; a Constanza A. por ser aplicada, continuar investigando otras
aplicaciones de las membranas y compartir alegrias personales; a Gabriela T.
por ser una loca linda, siempre con su alegria y buena onda; a Soledad D. por

su calidez, preocuparse por uno y compartir mates, a Florencia R. por ser

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


buena, gentil y calida; a Constanza F. por ser una gran amiga, complice y todo,
en la ciencia y fuera de ella. Y un gracias muy especial desde Laura C. a

Constanza F. por cuidar a Tomi cada vez que fui con él al laboratorio.

e A las chicas de enfrente...Vale, Eli, Andre, Andre, Majo, Mariana, Alfonsoy
los que fueron parte alguna vez: Hugo y Mati por hacer amenas las jornadas
laborales.

o A los técnicos; del FESEM, del centro de microscopia avanzada UBA
(Claudia M. y Silvio L.) por asistirme en las dudas y ponerle onda cada vez que
iba a mirar los nanoporos. A Rodrigo V., técnico del microscopio confocal de
Fluorescencia, del IBR de rosario, por entusiasmarse con mis membranas,
dedicarle tiempo y poner todo su conocimiento, para brindarme las mejores

imagenes. Sin su aporte este trabajo no hubiera tenido la misma calidad.

e A las instituciones, ANPCyT y CONICET por la administracion de la
financiacion (aportada por el Estado) para realizar este trabajo, a la Universidad
Nacional de Quilmes por la formacion académica y cientifica brindada, y al
sistema educativo de este hermoso pais, que me brindo una educacién publica
y gratuita, y ademas ofrecié becas académicas, de posgrado y de viajes al
exterior.

e Al personal de la UNQ, Bruno, Néstor, Silvia, Nati, Alejandra, Mary, Mirta,
Hugo y los de seguridad, que hacen que la UNQ sea algo mas que un lugar de

trabajo.

e A las chichis (Maru, Geor, Cin, Caro, Ivi, Aleli, la Marilyn) y el Gusti que son

el cable a tierra fuera de la ciencia.

e A mi familia, papas, hermanos, sobrinas, sobrinos, cuiado y cufiadas por
estar siempre juntos, honrar la familia, ser mi refugio y un gran pilar en mi vida.
Por acompafiarme y alentarme durante tantos afios, en todos y cada uno de los

pasos que di.



e A mi conyugue-marido Martin G. por hacer realidad nuestro suefio, bancar
noches de escritura, estrés y hacer que cada dia sea mas lindo.

e A mi hijo Tomas N. Gonzalez por ser mi gran inspiracion diaria, mi recarga

de pilas y aguantar verme de espaldas mientras escribia.

e A mi familia politica por cuidar a Tomi, darle todo su amor y apoyarnos en

nuestro suefo.

e A mis tios, tias, primos y primas, no me alanzaria las hojas para
mencionarlos a todos, la familia es muy grande gracias a Dios. Porque mis tios
siempre han apoyado el crecimiento de sus sobrinos, alegrado con nuestros
triunfos y preocupado cuando las cosas no salian como queriamos, y a mis
primos por estar siempre en las buenas y no tan buenas, crecer juntos y
mantenernos como nos ensefaron, juntos en familia. En especial a mi prima
Noelia L. que estuvo ahi a lado en todo momento y fue un cable a tierra
siempre, por sorprenderse cada vez que le contaba que es lo que hacia en el
laboratorio y enorgullecia por su prima, a pesar de que es mas grosa que Yo, Y

ahora por ser la madrina de mi Tomi.

e A mi amiga de toda la vida Maria R. por su amistad fraternal y calidez. A
Barbi por compartir salidas de recreacion y su contencién constante. A Sonia
por escucharme siempre, brindarme su apoyo y opinién, desde una posicién
con mas experiencia. A Valeria por mantener una amistad de gran carifio a la

distancia.

e Y como no nombrarlos a ellos que fueron parte de este gran camino, con los
que comparti vivencias, tardes de laboratorio, cenas, almuerzos, chistes,
excursiones y hasta un acontecimiento tan importante como una boda
Bangladeshina. La Jacobs University nos reuni6... y desde entonces a pesar
del paso de los afios y la distancia mantenemos esa amistad magica. Sirma,
Amira, Noord, Sayeda, Asiim, Rajesh, Remi, James, Tuhidul y Ali. Un dltimo
agradecimiento a Marcelo F. L y su esposa Jessica por brindarme su calidez y

confianza durante mi estadia en Bremen, Alemania.

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


INDICE

I. LOS POLIMEROS Y SU IRRADIACION CON IONES

ACELERADOS 1
= IO UG CION o sy 2 S i S e D s R s S 3
1.1 -Desarrollo de Materiales...........co.oooiiniiiiii e 3
12 = POIMBrOS :ococissom s s v e o s S e T s 4
1.2 1= GCeNeralidades . oo s s e e TS T S 4
B S (=) T 4
1.2.3- Propiedades estructurales.............oocoiiiiiiiiieiiiiiiece e, 6
1.2.4- Clasificacion de los polimeros. .........ccooeeieieiiiiiiiiiieeaee 8
1.3 —Poliatilentaralalato) (PET )..... o aumeminumpussmin s ismen s s 9
1.3.1- CaracteriStiCas . . ..ot e 9
1.3.2- USOS COMEBTICIAIES . ..o n ettt e e e et aaeaae s 10
1.4 - Irradiacion: conceptos basicos y aplicaciones.................. ......... 12
I 0 O [ (o o 11 [t o1 [0 | VAP 12
1.4.2- 10N€S ACEIBIAUOS ... ... oo e 12
1:4.3-Tiphs do dcelafadares cusnmis s s i e e 13
14 [ RO R IASTERIRIR . cs v s s G R SR SRS S 14
1.4.4.1- Interaccion de ionesconlamateria..........coooeveevviennn. .. 14
1.4.4.2- Fendmenos fisicos y quimicos involucrados................... 14
Colisiones iNelastiCas. .......o.ouee e, 15
@l [T106) 1 =10 =1 = 11| 7= |- SR S 15
1.4.5- Poder de frenado nuclear y electronico...........ccovvvveiiiiinninnen. 17
1.4.5.1- Poder de frenado electroniCo. .......ovveeee e, 19
1.4.5.2- Poderdefrenadonuclear............cooovioiiiiiiiiiaieiinann.. 20
14,6 RENGO U6 IOIB8 v sanmissmmensinsrmmismss s siaivsses sesssms i 20
V

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


1.5- Irradiacion de polimeros con iones pesados acelerados ............... 21

1:5.1-Bango 98 108 NS invamnnannnnnnmmaniassmsasmissmom 21
1.5:2- FlUjor y FIOemICIsL .c.cnvm s s s s 21
1.6- Efecto de la irradiacion sobre polimeros..................ccc.oooiiiiinin, 21
1B IORACIIN s s nscasam s s R A A S AR 21
1.6.2- Descripcion fisica de las interacciones...........cccocviiiiiciiiiiininn. 22
1.6.3- Formacién de las trazas latentes.............cocevveiiiiniiiiiiiiinenns 23
1.6.4- Efecto de las perturbaciones.............cccoevieiiiiiiieiieieiiiineas 24
1.6.5- Descripcion quimica de las interacciones..............ocoeviiiiiian. 25

1.7-Irradiacion sobre films de PET ...ttt e 28
Instalacion en el Ciclotron GANIL. ... e 28
Parametros de la irradiacion de los Films PET utilizados..................... 29

1.8- Simulaciones de la interaccion ion-solido...................ccoeviniinnnn.. 30
1.8.1- CAlculos TRIM — SRIM. ..ot et 30

LY L= (=) 2 Lo = 32
. GRABADO QUIMICODE FILMS PET......ooiieeeeeeeeeeaeeaann, 35

2= IAOdUGEION s s e 37

2.1- Grabado quimico: Generalidades...............................c 37

2.2 — Bases fisicas y quimicas que afectan al grabado quimico............. 39
2.2.1- Formacion del conducto. .. ..coooio i i 41

2.3- Factores que afectan al grabado quimico...................ccoooiiiiiinn. 42
2. 3:0=Elecloe It sy s e e S S S e 42
2340 ESCIOMHTIIE0 smovmemreranms s s i i s ey e P 42

VI



2.3.3=Efecto del tiemipo: v smmss s s s o s s s e R e 43 .

284~ Efedtorde I U2 UV commmsmmnsrremrmams s s e 43
2.4-Preparaciondemembranas....................ooooiiiiiiiii e 44
2.4.1- Materiales ¥ MEtod0S. .....ocoviiriiriiiii i b e 44
2.4.2- Grabado quimico-protocolo general...............cccoiviiiiiiiiiinnns 44
2.5 — Técnicas de caracterizacion de las membranas........................... 45

2.5.1- Microscopia electronica de barrido de efecto de campo (FESEM).45
2.5.2- Espectroscopia de infrarrojo (FT) por transformada de Fourier

(IR) y reflectancia total atenuada (ATR)........ccoviviiiriiiiiiiiiiiieenen, 46
2.5.3- Cinética de transporte de masa (CTM)............oooiiiiiiiiiin.. 47
2.5~ AbSOrcion INBSPECHICA . viis v vuvasisan vivs o draecsninvinionvis it i 49
2.5.5- Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS).................. 51
2.6 ~Resultados v DECUSION...........cvavmnnmanmnnsiniamsie 53
BAGISIS POT EEBENM o civmsvemmi i stwias s s v aw s o i ey s v b S s w85 445 53
ARalSISTHOR FTIRDA TR nmnasmn s nm s i s o o e s 63
ANALISIS POr CTIM. . . iieiii et e e e e e e e e an e e e e eanee e esrearaas) 64
Estudio de Adsorcion inespecifica de moléculas sobre membranas PC..70
Analisis por CTM a distintas concentraciones del analito..................... 71
Anélisis por CTM sobre membranas PET...........ccooiiiiiiiiiiiiciiiiiiian, 72
Evaluacion CTM con aumento de la fuerza i6nica, de la celda donora...73
Estudio de ElS..ocvnnisaniammyiniiimasmiis e 75
RefereNCIaS. .......covoiiiit i 78

. POLIMERIZACION POR INJERTO SOBRE MEMBRANAS
TRACK-ETCHED DE PET 85

B I TETOT B CIOIT: <o s e R S A o SRS S R T R U R g 87

Vil

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


3.1- Modificacion quimica porinjerto.................cooiiiiiiiii i 87
3.1.1- Polimerizacion iniciada por agentes quimicos.................cccueenee. 87
3.1.2- Polimerizacién iniciada por ozonificacion.............cccccceeveeneannnn. 88
3.1.3- Fotopolimerizacion. ..o 88
3.1.4- Polimerizacion simultanea radioinducida (PISR)........................ 89
3.1.5- Polimerizacién inducida por pre-irradiacion ...............cccocevenne. 89
3.1.6- Polimerizacion via radicales remanentes (PIVRR)..............oo..... 90

3.2- Modificacion de Membranas................occocvviiiiiiiiiiici e 93
S ZA-Materiales: ¥ MEtOUos . vuvismmrsaiimmmss i m i e i sisvs 93
3:2.2- PISR=Protocolo generall.. ... i s i
3.2.3- PIVRR-Protocolo general...........cooooiiiiiiiiiiiiiiieeieee 94

3.3~ Técnloas de CArattemABION. . . .wrwsussswmmsmsus s sosmms s s s e i 5A 94
3.3.1- Microscopia electronica FESEM............cccooiiiiiiiiiiiiiicciececi, 94
3.3.2- Espectroscopia FTIR con ATR.....oiiiiiiiiiiiiiiciici e 95
3.3.3- Derivatizacién quimica fluorescente..............ooovvevvieniinnanald 95
3.3.4- Microscopia confocal de fluorescencia................coooooiiinll) 96
3.3.6- Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM).........covviiviiiiiiiiiiieiennn, 96.
Fe: 1~ ElS B chotiIMIC: cavussrs s s s ea s s s s 97

F8s ROSUNOOE N S TR O i0mmiwsmisimviacmnasinis s o 5k R MR 97
3.4.1- Andlisis por FESEM........cccovvviiieiieieiiiiecicieie e evescineeaesssssneesnnneee e 97
3.4.2- Andlisis por FTIR-ATR......c..cciiiiiiiiiiiiiiiiiiieneiaiaenaans 105
3.4.3- Analisis por derivatizacion quimica fluorescente............ 105
3.4.4- Analisis por microscopia confocal de fluorescencia.................. 110
3.4.5- Analisis por CTM. ... 112
3.4.6- Analisis por AFM. ... 113
ST ANEISIE PO EIS cvvvssnssmuswnanammaianssassasssanvavw 114

Referencias..............cooiviiiiiii e 116

Vil



Iv. PREPARACION DE NANOCONDUCTOS IONICOS SOBRE

MEMBRANAS TRACK-ETCHED DE PET 121

A INErodUCCION v s s T s e S R 123
4.1- Funcionalizacion de membranas......................cooiiiiii 123
F A o] o= oo 1=t TSP 123
Derivatizaciones quimicas generales del grupo epoxido................... 125
Mecanismo de reaccion epoxido-tiol............ooooiiiiiiiiiiiii 126

4.2- Funcionalizacion de membranas PET...........ccooceeeeeecviiiiiennnnn......126

4.2.1-Materiales ¥ MBtAAOS. .. vicoisiommsssmimaisssmemmasossasaniss s 126
Funcionalizacion con cisteamina............coovvviiiiiiiiiiiiininnnns 127
Funcionalizacion con B-mercaptoetanol..............cc.oeveiiiennanen. 127
Funcionalizacion con Ac. Tioglicolico.............ccooviviiiiiiininn. 127

4.2- Técnicas de caracterizacion....................ooovvieiiiiiiiiinii 128
O TV o o o 1 3 R 0 044 R R T B i 128
B LS e 128
4.3-Resultados y discusion.................... 128
4.3.1- AfalSis POl CTM..usmmumnmnminasisemimm s ers s 131
4.3.2- Analisis POrEIS. ... ..o 133
ROIBIGNCIAE .vviininvvaminimiismiis oo s se s o s s S v S s s s v 136

V. INMOVILIZACION DE PROTEINAS EN NANOCONDUCTOS DE

MEMBRANAS TRACK-ETCHED DE PET 141

D IO BUEE BN s i A T A A A A b R 3 143
5.1- Inmovilizacién de proteinas sobre los nanoconductos................. 143
COVBIINI «ocommmrsninmarsvessss s o VS o R RS 144



NG O Al s s e e s L e i 144

5.2- Preparacion de sistemas biohibridos.........................c.ol 144
5.2.1- Materiales y MEtodos. .........oooiniiiiiii e 144
5.2.2- Obtencion de proteinas recombinantes.............ccovvviiiiiiiiinnnn, 145
5.2.3- Inmiovilizaicién Monopuntual . .o vu v 146
5.2.4- Inmovilizacion Multipuntual.............ooooiiiiiiiiiii 146

5.3- Caracterizacion de los sistemas Biohibridos.............................. 147
Fluorescencia directa de los sistemas membrana-GFP e GFP-Cis1.....147

Determinacion de la actividad enzimatica del sistema Membrana-[3-

LaCtAMASA. ettt e 147
Estudios de estabilidad................cooooiii 148
58 RASUNAAOE Y OIBSCUSION. .. commmsusunismenmumenssmssmmm s sasn s asmmaasin 148
5.4.1- Inmovilizacidon monopuntual Memb-GFP-Cis1.........ccc..ccen... 148
5.4.2- Inmovilizacion multipuntual Memb-GFP............covvciivieienenn. 149
Estabilidad en diferentes pH...........ccooiiiiii 163
Inmovilizacion multipuntual-Memb-R-Lactamasa...................... 153

Determinacion de parametros cinéticos-Michaelis Menten.........156

Estabilidad durante el almacenamientoa 8°C.............cceevvnnnn. 157
[0 (= (=) 8 L L= 1= T 159
V. CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS............ 163

X

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


Abreviaturas

AFM: Microscopia de fuerza atdmica

AM: Acido metacrilico

APET: Polietilentereftalato amorfo

BC: Buffer carbonato/bicarbonato 0,1 M, pH 9

BP: Buffer fosfato 30 mM, pH 7

BT: Buffer Tris 50 mM, pH 7,5

CPET: Polietilentereftalato cristalino

CTM: Cinética de Transporte de Masa

D: diametro de poro

DEGMA: Dietilenglicol metacrilato

DMF: Dimetilformamida

DTT: Ditiotreitol

EDA: Etilendiamina

EDL: Doble capa eléctrica

EIS: Espectroscopia de Impedancia Electroquimica
EtOH: Etanol

FEP: Perfluoropolimero

FESEM: Microscopia electronica de barrido de campo
FITC: Isotiocianato de Fluoresceina

FTIR-ATR: Espectroscopia de Infrarrojo por Transformadas de Fourier vy
Reflectancia Total Atenuada

GA: Glicidil acrilato

GFP: Proteina fluorescente verde

GFP-Cis1: Proteina verde fluorescente, con etiqgueta N-terminal HCHSHS
GMA: Glicidil metacrilato

GQ: Grabado quimico

HEMA: Hidroximetil metacrilato

LED: Diodo de emisor de luz

LLDP: Porosimetria de desplazamiento liquido- liquido
MCD: Dispositivo de celdas de microtransporte

MMA: Metil metacrilato

NaOH: Hidroxido de sodio

XI



NIPAAm: N-isopropilacrilamida

O.N.: incubacion durante toda la noche (15 h)

PA: Poliamida

PBT: Polibutilen tereftalato

PC: Policarbonato

PE: Polietileno

PE (HD): Polietileno de alta densidad

PE (LD): Polietileno de baja densidad

PE (LLD): Polietileno de baja densidad polimerizado a baja presion
PET: Polietilenterftalato

pGMA: Poliglicidil metacrilato

PI: Poliimida

PIRS: Polimerizacion por injerto radioinducido simultaneo

PIVRR: Polimerizacién por injerto via radicales remanentes
PIVRR-c/SM: Polimerizacién por injerto via radicales remanentes con adicion
de sal de Morh

PM: Peso molecular

PP: Prolipropileno

PS: Polisulfona

PVC: Policloruro de vinilo

PVDF: Polifluoruro de polivinilideno

RFU: Unidades relativas de fluorescencia

Sa: Superficie de adsorcion

SHI: lones pesados acelerados de alta energia

SRIM: Frenado y rango de iones en la materia (cédigo computacional)
TCEP: Tris-2-carboxietilfosfina

Tg: Temperatura de transicion vitrea

Tm: Temperatura de fusion

tp-GQ: Tiempo posterior al grabado quimico

TRIM: Transporte de iones en la materia (cédigo computacional)
UV: Luz ultravioleta

Vg: Velocidad de degradacion del area no dafada por la irradiacion

V7: velocidad de degradacion de la traza
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LOS POLIMEROS Y SU IRRADIACION CON IONES
ACELERADOS

CAPITULO |

[1]

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


(2]



CAPITULO 1

1. Introduccioén

Este capitulo se hace una breve introduccion del desarrollo de
materiales en base a polimeros, orientada en especial al polietilentereftalato -
mas conocido como PET- y sus caracteristicas quimicas, propiedades y
aplicaciones.

También se introducen conceptos basicos de la irradiacion con iones
acelerados, los tipos de aceleradores segun la energia del haz, la interaccion
con la materia y los fendmenos fisicos producidos; para luego focalizar en la
irradiacion de polimeros con iones pesados acelerados de alta energia (SHI:
Swift Heavy lons). Se describen los parametros mas importantes inherentes a
la irradiacion sobre polimeros, la descripcion fisico-quimica de las interacciones
que se producen y la generacion de la traza latente. Por ultimo se describen las
condiciones de irradiacion del PET utilizado en este trabajo de tesis, asi como
también las correspondientes trayectorias de iones simuladas utilizando el

codigo SRIM (Stoping and Range of lons in Matter).

1.1 Desarrollo de materiales

La historia de la humanidad ha estado ligada estrechamente al tipo
de materiales que cada sociedad ha desarrollado y la capacidad de sus
miembros para producir y conformar los materiales necesarios para satisfacer
sus necesidades. Los historiadores han encontrado util clasificar las etapas de
las civilizaciones a partir de los materiales usados: Edad de Piedra, Edad del
Cobre, Edad de Bronce o Edad del Hierro. La era mas reciente se conoce
como "Era de los polimeros". Los avances en quimica permitieron su desarrollo
hasta lograr que pueda tener cualquier propiedad fisica. Asi su uso se hizo tan
masivo que define muy bien a las sociedades modernas como “sociedades
plasticas”.

En la actualidad la ciencia de materiales es el campo cientifico que
se encarga del desarrollo de nuevos materiales, de investigar las relaciones
entre las propiedades-estructura-procesamiento-funcionalidad de los mismos, o
de disefar o proyectar la estructura para conseguir un conjunto predeterminado

de nuevas propiedades. Constituye un campo multidisciplinar que estudia

[3]
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CAPITULO 1

propiedades fisicas macro y microscopicas y su posible aplicacion en varias
areas de la ciencia e ingenieria.

Dentro de este contexto, la presente tesis tiene como objetivo
general investigar la potencialidad de funcionalizaciones de un polimero a la
escala micro y nanomeétrica. Los objetivos especificos se orientaron a la
preparacion y caracterizacion de membranas de poros perfectos con una
funcionalizacion quimica definida.

1.2. Polimeros

1.2.1 Generalidades

Un polimero es una gran macromolécula construida por la repeticion
de pequenas unidades quimicas simples. La unidad estructural repetitiva es
usualmente equivalente al monémero o material de partida del que se forma el
polimero. Las macromoléculas mas simples son cadenas hidrocarbonadas no
saturadas, también existen macromoléculas con enlaces dobles o formadas por
monoémeros que contienen anillos aromaticos y/o heteroatomos en su
estructura [1-5].

En la actualidad, los polimeros constituyen en volumen uno de los
grupos de materiales de mayor aplicacidn tecnoldgica e industrial, dado que el
conjunto de propiedades que poseen los hace sumamente atractivos. Sin
embargo también poseen algunas caracteristicas que limitan sus aplicaciones,
como por ejemplo:

v" Pueden verse afectados por la luz o por otras radiaciones, degradandose
6 alterandose su comportamiento macroscaopico.

v Suelen tener valores muy bajos de resistencia y rigidez.

v" Su respuesta mecanica esta seriamente afectada en condiciones extremas
de temperatura; a temperaturas elevadas son mucho menos resistentes, y

a temperaturas bajas a menudo se comportan como materiales fragiles.

1.2.2. Sintesis

[4]
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El proceso de sintesis de un polimero puede realizarse a través de dos
métodos: adicion o condensacion.

La polimerizaciédn por adicion requiere que los mondmeros
contengan dobles enlaces (C=C) que puedan reaccionar dando lugar a dos
lugares de unién y favoreciendo la expansion de la molécula una vez que la
reaccién fue iniciada. La reaccion continGa por la adicion de nuevos
monémeros a la cadena principal (ver Fig. 1.1) o bien por adicion de cadenas
cortas que se han formado paralelamente. El final de la polimerizacion se
produce al agotarse los monomeros o cadenas cortas disponibles [1-5].

Iniciacion

Polimerizacion Mondémero
+ OO or adicion O
000 o P > o0-0-00
(@] *’O Cadena lineal @)
w ]/ Monomero

monomeros

Fig. 1.1. Polimerizacion por adicion.

Por otro lado, la polimerizacion por condensacion es un proceso de
union de dos mondémeros o dos cadenas cortas, con la generacion de una
molécula pequefia como subproducto (ver Fig. 1.2).

(NH-R-NH,), + (COOH-R ~COOH), —» NH,<R-NHCO-R ),-COOH # (2n-1) H,0

Fig.1.2. Polimerizacién por condensacion para generar una poliamida.

A continuacion se muestran ejemplos de las principales familias de

polimeros producidos por adiciéon y condensacion (Tablas 1.1y 1.2).

Tabla 1.1. Ejemplos de polimeros producidos por el proceso de adicién.

Polimero Mondmero Unidad repetitiva Formula
Polietileno {PE) CH2=CH2 -(CHQ-CHE)H- {CH4)H
CH,=CH ~(CH-CH)s- (Ce-Ha)n
Poliestireno (PS)
Cloruro de Polivinilo CH2=(|"H '(CHZ'?H)“' (C2HyCl)n
(PVC) cl cl
[5]

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


CAPITULO 1

Tabla 1.2. Ejemplos de polimeros producidos por el proceso de condensacion.

Polimero Monémero Formula Producto
Poliamida
Nilén-6,6 (PA) (CH3)g-NH-CO-(CH;)4-CO-NH; [ ((CH;)s(CONH):(CH2)4)n H,0
Policarbonato (PC) @/C{CH;,)Z—@-O-COOH (C3Hg(CsH4)2CO3), H,O

COOH-@-COOH

Polietilentereftalato (C10H6O4)n H,0

(PET) ¥

CH;OH-(CH5),-CH,0H

1.2.3. Propiedades estructurales

Los enlaces primarios entre los atomos de los propios monémeros y
entre ellos son covalentes, con altas energias de enlace (entre 146-628 KJ.mol
"), proporcionado una gran estabilidad a los productos resultantes. Sin embargo
la cohesion de los polimeros depende en gran medida de las fuerzas de enlace
secundarias (Van der Waals, de dispersion de London y Puente hidrégeno) que
mantienen unidas las cadenas poliméricas entre ellas y son débiles en relaciéon
con las fuerzas de enlace primario. El alto peso molecular (PM) de los
polimeros permite que estas fuerzas sean lo suficientemente fuertes para
impartir al material resistencia, estabilidad dimensional y otras propiedades
mecanicas. [5].

Sea cual fuera el proceso de sintesis, el polimero es resultado de la
reaccion de n monémeros. El parametro n se denomina grado de
polimerizacion (GP) y es un indicador del tamafo de la molécula, siendo el PM
n veces el peso de la unidad repetitiva. Mientras que sus propiedades estaran

determinadas por varios parametros (ver Fig. 1.3).

Fig. 1.3. Parametros que definen las propiedades de un polimero.

(6]
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La resistencia mecanica y la viscosidad del polimero se incrementan
proporcionalmente con el aumento de su masa molecular. Por otro lado, el
ordenamiento o empaquetamiento de las cadenas moleculares dentro del
polimero durante el proceso de solidificacion define dos regiones posibles:
cristalina o amorfa. En las regiones cristalinas las cadenas se encuentran
paralelas entre si de acuerdo a algun arreglo particular. Mientras que en las
regiones amorfas las cadenas estan dispuestas en forma poco ordenada. La
propiedad denominada “grado de cristalinidad” que se define como la relacién
entre la estructura amorfa y cristalina (ver Fig. 1.4); repercute en las
propiedades mecanicas, a causa de su influencia en la cantidad de enlaces

secundarios intermoleculares presentes [5].

Region Cristalina

Region Amorfa

Fig. 1.4. Ordenamiento estructural de regiones amorfas y cristalinas, dentro de un polimero.

La estructura compleja de las macromoléculas hace practicamente
imposible la formacion de polimeros 100% cristalinos. La mayoria de los

polimeros usados industrialmente son semicristalinos (ver Tabla 1.3).

Los polimeros cristalinos poseen mayor densidad a causa de la
compactacion en el ordenamiento de las cadenas, son mas resistentes a la
disolucion, al ablandamiento térmico y tienen mejores propiedades mecanicas,
sin embargo poseen menor transparencia que los amorfos.

Los polimeros amorfos no tienen un punto de fusion especifico (Tr),
pero experimentan -al igual que todos los polimero- cambios en su
comportamiento mecanico en un rango de temperatura acotado. A
temperaturas bajas son duros, rigidos, fragiles o vidriosos; mientras que a
temperaturas elevadas, son semejantes al hule. La temperatura a la cual ocurre

dicha transicion se denomina temperatura de transicion vitrea (Ty).

[7]
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Tabla 1.3. Comportamiento de la cristalinidad, segun el porcentaje de regiones cristalinas.

Porcentaj.e de. Grado de cristalinidad Ejemplos
segmentos cristalinos
PE (HD), PP,
>al 70 elevada PMO
. PE (LLD), PE
40-70 media (LD)
25-40 baja PET, PBT,PA

Asimismo se puede aumentar el cristalinidad de un polimero
mediante procesos fisicos de calentamiento por encima del Ty y posterior
enfriamiento lento, permitiendo la generacion de mayor cantidad de regiones
cristalinas; o bien producir un estiramiento mecanico para aumentar la
proporcion de formas amorfas. Por ejemplo, el PET tiene una Tg=74°C, a
temperatura ambiente se puede encontrar en estado amorfo-transparente
(APET) o semicristalino (CPET), con un 20-40% de cristalinidad [6].

1.2.4. Clasificacion de los polimeros

Dado la complejidad estructural de los polimeros, su clasificacion no
es sencilla. Se agrupan en funcién de la distribucién espacial de sus cadenas
que puede ser sencilla (cadenas lineales 6 ramificadas) o compleja (estructuras
reticuladas) (ver Fig. 1.5); posteriormente estas determinaran el
comportamiento mecanico que presentaran los polimeros en funciéon de la

temperatura [4].

0 0:0:0:0:020.0.
O:CC O% Cadena Lineal %@
O 0

Cadena ramificada Cadena reticulada

Fig.1.5. Posibles disposiciones estructurales de las cadenas de un polimero.

Otro de los criterios de clasificacion mas usados, es el

comportamiento frente a la temperatura. Asi los polimeros termoplasticos
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son aquellos que al calentarse se convierten en productos viscosos faciles de
conferirle forma. Estos recuperan las caracteristicas iniciales al enfriarse, y son
susceptibles de someterse a numerosos ciclos de calentamiento-
ablandamiento-enfriamiento sin degradarse. Los polimeros termoestables, en
cambio, pueden ser calentados y ablandados de manera permanente y no se
funden. Por ultimo los polimeros elastomeros, son aquellos que al calentarse
presentan un comportamiento elastico, de manera que son capaces de
deformarse en gran manera y recuperar la forma inicial practicamente en su
totalidad. [4].

1.3. Polietilentereftalato

1.3.1. Caracteristicas

El polietilenterfetalato (PET) -descubierto por John Rex Whilfield y
James Tennant Dickson en 1941- se obtiene por policondensacién entre el
acido tereftalico y el etilenglicol. Quimicamente es un polimero que pertenece
al grupo de los poliésteres, consiste en una cadena hidrocarbonada lineal

compuesta de grupos etileno y tereftalato (ver Fig. 1.6) [6].

HO, 0 i Catal.
—» PET + H,0
+ HO/\/ 2
0 OH Calor

Acido tereftalico Etilenglicol
i} i
PET —+0— c=©— C—0—CH,-CH,1—,
4 J\ J
grupo tereftalato grupo etilen

Fig. 1.6. Sintesis y estructura del PET.

Es un polimero termoplastico lineal, sin ningun tipo de enlace
quimico covalente entre las cadenas. Sin embargo, existen interacciones de
tipo electroestaticas entre densidades de carga negativa de oxigeno del éster y
densidades de carga positiva del carbono del carbonilo. De esta manera,
cadenas vecinas pueden alinearse entre si en una forma cristalina (CPET)
dando lugar a fibras resistentes, lo cual lo diferencia del PET amorfo (APET).

[9]
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Dada la regularidad estructural que presenta la unidad repetitiva del PET, éste
muestra una alta tendencia a cristalizar, sin embargo, la presencia del anillo
aromatico hace que la cristalinidad alcanzada dependa fuertemente de la

velocidad de enfriamiento [7].

Por otro lado, la existencia de grupos funcionales en su estructura
quimica permite realizar modificaciones quimicas del polimero y/o generar

copolimeros en bloque.

1.3.2. Usos comerciales

F PET textil, se lo utiliza como filamento continuo o como fibra

i cortada. Sus excelentes cualidades textiles (alta resistencia a
M la deformacion y estabilidad mecanica) permitieron
reemplazar en ciertos usos a las fibras naturales del lino y el algodén. Aunque
presenta algunas limitaciones, como por ejemplo: su dificil tintura, la formacion

de bolitas, acumulacién de electricidad estatica y dureza al tacto. No obstante,

el PET es uno de los polimeros sintéticos mas usados en la industria textil [8].

PET envases, desde 1974 esta aplicacion ha experimentado
un gran crecimiento y una continua demanda, debido a las

caracteristicas favorables del PET en cuanto a resistencia

contra agentes quimicos, gran transparencia, ligereza (bajo peso) y bajo costos
de produccion. Si bien se lo asocia al embotellado de las bebidas, también se
lo utiliza en el envasado de productos farmacéuticos, de reactivos quimicos y

de alimentos como salsas, mermeladas y miel [8].

PET de film, todas las peliculas fotogréaficas de rayos X y de

audio estan hechas de este polimero. En este caso se utiliza

el PET estirado biaxialmente, que es 6pticamente traslucido,

e
brillante, de excelente resistencia mecanica, buenas propiedades dieléctricas y

coeficiente de friccién, resistente e inerte a muchos agentes quimicos. Todas
estas propiedades le confieren una versatilidad excepcional en comparacion

con otras peliculas poliméricas. Actualmente se las comercializa como films

[10]
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antimicrobianos, peliculas de impresién / etiquetas, peliculas aislantes, laminas
fotovoltaicas, laminas de seguridad y films de proteccion de superficies [8].

Una de las aplicaciones mas innovadoras fue la generacién de
membranas a partir de estos films. Estas membranas, conocidas como track
etched se fabrican en dos etapas: (1) la generacion de traza y (2) el grabado
quimico. En la primer etapa una pelicula polimérica de PET de alta pureza es
irradiada con un haz de iones pesados acelerados como °®Pb, '*°Xe, #Kr, etc.,
generando areas de dafo sobre el material, denominadas trazas (ver mas
adelante). En la segunda etapa se realiza un proceso de grabado quimico (GQ)
donde se expone el film irradiado a un reactivo quimico especifico en
condiciones controladas para generar poros/conductos cilindricos de diametro
constante, en el rango de 0,01 a 3 um. [9-10].

Esta nueva generacién de membranas tiene una gran variedad de
aplicaciones en el area de ciencia, salud, farmacéutica y en procesos
biotecnolbgicos. A continuacion se enumeran algunas de las aplicaciones

corrientes:

s

células eucariotas y para la ﬂ! | ! |
[ 3L
investigacion de  quimiotaxia, i ]

111
invasion y migracion debido a su

v" En cultivo celular: como matriz de T
icrovellosidades

Células CACO-
Membrana PET

permeabilidad controlada y difusién de los componentes del medio [11].
v En la deteccion rapida y cuantificacion de particulas y
microorganismos en microscopia de epifluorescencia,

por su superficie lisa y trasltcida [12].

v" Como filtros de jeringa (en HPLC) por su mayor

resistencia a disolventes organicos, acidos y bases [13].

v' Para la retencién de células, enriquecimiento de

bacterias coliformes [12].

[11]
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v" Para la filtracion de sangre y analisis de células, por ej.:
glébulos rojos, leucocitos y deteccion de células raras
[12].

v/ En andlisis de agua y aire: Determinaciéon de

halogenuros organicos, fosfatos y nitratos en aguas . =«

residuales, en agua potable y en suelo. Analisis de

particulas en aire: polen, polvo y fibras de asbesto [12].

1.4. Irradiacion: conceptos basicos y aplicaciones

1.4.1. Introduccion

La irradiacién con haces de iones pesados acelerados (SHI)
constituye una tecnologia desarrollada durante las ultimas décadas, con el
objeto de modificar y producir materiales avanzados. Estos materiales tienen
aplicaciones en diferentes campos, que abarcan desde la microelectronica
hasta la medicina. Una de las principales ventajas del uso de haces de iones
radica en la posibilidad de producir modificaciones de manera controlada y en
areas selectas del material. Dichas modificaciones producidas, sean
estructurales o quimicas, alteran las propiedades en la superficie del material o
en las cercanias de ésta en funcion de la velocidad del i6n incidente. El
conocimiento de las interacciones entre los iones y los materiales sélidos es
indispensable para poder fundamentar su aplicacion en la modificacion de
materiales. En las proximas secciones se describe los factores inherentes al
proceso de irradiacién, asi como las instalaciones requeridas para el mismo
[14].

1.4.2. lones acelerados

A diferencia de las fuentes radiactivas, donde existe un fenémeno
fisico natural de desintegracion, las fuentes de iones acelerados son
producidas por el hombre. Estas fuentes son los aceleradores que se
caracterizan por acelerar iones con una determinada carga nuclear, masa,

[12]
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energia, angulo de impacto, dispersién angular definida, entre otros parametros
(ver Fig. 1.7) [14].

f: Numero atomico, Z 1<Zmin<Z<Zmax<92
e Voltaje de aceleracion U d energiadel ion T  MV(mega volt) 6 MeV.
¢ Frecuencia del acelerador N° de pulsos del haz/ seg.
¢ Intensidad del pulso Intensidad del haz del ion.
s Intensidad del haz I Tiempo intensidad promedio
e Emitancia del haz r*a (radio por dangulo de foco)
& Brillo del haz Iir*a ( intcnsidadfcmitanciaz} j

Fig.1.7. Parametros caracteristicos del acelerador de iones.

La energia del i6n es constante y ajustada a los requerimientos

segun la aplicacion. El acelerador puede ser apagado completamente una vez

terminado el proceso de irradiacion (a diferencia de la fuente radiactiva).

1.4.3. Tipos de aceleradores

Se distinguen cinco clases de aceleradores, segun la maxima

energia alcanzada [14]:

a.

C.

Aceleradores para sputtering y deposicion: el proceso de
sputtering y deposicidn consiste en la expulsion de atomos
superficiales, debido al intercambio de momento con los iones
gue impactan sobre la superficie y a la vez se depositan sobre
este. Utlliza haces de iones de unos pocos keV. Tiene mucha
aplicacion en la industria electronica, para la modificacién de

silicio.

. Implantador de iones: Se utilizan aceleradores de energias en el

rango de 1- 100 keV. También se lo utiliza para la modificacion de
las propiedades electrénicas y superficiales del silicio y de otros

solidos.

Acelerador de iones de baja energia: Estos equipos generan

haces de iones con energias en el rango de 10 keV-10 MeV. Se

[13]
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los utiliza para la generacion de trazas de dafio sobre materiales.
También se aplica para analizar la composicién de so6lidos.

d. Acelerador de iones de mediana energia: La energia de estos
equipos ronda entre los 10 MeV y cercanas a 1 GeV. Estas
energias son muy usadas en el campo de la produccion de

membranas tipo track-etched.

e. Acelerador de lones de elevada energias: abarca energias
mayores a 1 GeV, se usa exclusivamente en investigacion.

Existen muy pocos equipos en el mundo.

1.4.4. Irradiacion de materiales

La irradiacion de materiales, ya sean particulas cargadas o radiacion
electromagnética (rayos gamma o X) se diferencian por la forma de interaccion
con la materia. Existen dos fendmenos posibles, la penetracion y deposicidén 6
transferencia de energia al material [15]. Las particulas cargadas tienen muy
baja penetracidon y alta deposicidon de energia, mientras que la radiacién
electromagnética, como los rayos gamma, pierden gran parte de su energia en

una sola interaccion logrando afectar al material como un todo [15].
1.4.4.1. Interaccion de iones con la materia

Los iones “acelerados” son atomos cargados que tienen una energia
cinética determinada. Estos, al impactar sobre un material, interacttan con los
electrones y nucleos del material mediante fuerzas de Coulomb. La naturaleza
de estas interacciones implica una transferencia de energia desde el i6n

acelerado hacia el atomo simple 6 electrones del blanco [15].

1.4.4.2. Fenémenos fisicos y quimicos involucrados

Los procesos fisicos y quimicos que ocurren durante la interaccién
de iones con la materia dependen de la masa (M), del niumero atémico 6 carga
nuclear (Z,), de la energia cinética (E4) del idn y en segundo lugar de la masa

[14]
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CAPITULO 1

(M2) y carga nuclear (Z2) del blanco. En base a lo expuesto se distingue la
existencia de tres fendmenos importantes en la interaccién ién soélido (ver Fig.
1.8) [14].

Efectos sobre el idn

Material i Perdida de energia,
ki lrcaiciad blanco ./ deflexién, cambio de
on fradiade M%__g_il_-———-f" carga y excitacion.

>
My, Zy, E; / \ Emision de radiaciones
Luz visible, rayos X,
: electrones, atomos y
moléculas.

L J

Efectos Internos

Colision atémica y electrdnica,
excitacion, ionizacion,
desplazamiento y calor.

Fig. 1.8. Efectos observados en la interaccion ion-solido sobre superficies delgadas.

Efectos sobre el ion: El i6n sufre cambios en su energia cinética,
pudiendo excitarse (perder y/6 ganar un electrén) y cambiar su carga.
Finalmente podria perder la direccién lineal y deflexionar en otra direccion.

Emision de radiaciones: Por la interaccion ocurre emision de
radiaciones secundarias, las mismas son dificiles de observar por su baja
energia. De este modo la observacidon de rayos X, luz visible, electrones,
atomos y moléculas puede dar informacion acerca del proceso interno que
ocurre en el material blanco.

Efectos internos: Estos corresponden a efectos que ocurren dentro
del material, como por ejemplo, colisiones atémicas o electrénicas, excitacion,
ionizacién, desplazamiento y calor.

La pérdida de energia ¢ transferencia de energia (scattering) del ion
que atraviesa un material ocurre principalmente a través de los siguientes

procesos fisicos [15]:
1. Colisiones inelasticas con los electrones del material

2. Dispersion elastica debido a la interaccion con los nucleos de la

muestra.

Las colisiones inelasticas son las que ocurre en mayor medida. En
este tipo de colisiones la energia se transfiere desde la particula a los

electrones ligados, produciendo la ionizacion o excitacién de los atomos del

[15]
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material. La cantidad de energia transferida en cada colision individual es en
general muy pequefa, pero las colisiones son tan numerosas que el efecto
logra observarse aun en films muy delgados. Asimismo las colisiones
inelasticas se dividen en dos grandes grupos, segun cual sea el efecto que
provocan:

1) Colisiones “suaves”, en las que el 4tomo es excitado.

2) Colisiones “duras”, en las que se transfiere suficiente energia
como para ionizar el atomo. En algunas de las colisiones, la energia transferida
es tal que el electron eyectado puede provocar ionizaciones secundarias en su
camino a través del material. Estos electrones energéticos son los
denominados electrones delta (electrones &).

A medida que la energia del idn disminuye (al final de su recorrido)
es mas importante la interaccion con los nucleos atémicos del material. Sin
embargo este fenomeno es menos frecuente que las colisiones electrénicas y
en general la energia transferida es menor en este proceso. Al finalizar el
recorrido del ion predomina la dispersion nuclear la cual produce una cascada
de colisiones y una gran cantidad de desplazamientos atémicos (ver Fig.1.9y
1.10) [15].

Productos de Emision de electrones /
Atomos emitidos reaccién nuclear Bigisighida Y9 X
Kbcmins expulsad 0 " lfﬂl totnmes Superficie
l de] material
N\ e e |
Cullsln nes Colisiones
elasticas inelasticas lomzac:lon
>/ \ Elecrrc-nes,f'
Cascada de Electrones & x' rayos X
colisiones /
Electrones /
Desplazamiento secundarios
atomico / \
pares e-h Cambios en las
\ uniones quimicas
Excitaciones "
Fonones «—
Energia
Calor «—— Ei
almacenada

Fig. 1.9. Procesos fisico-quimicos que ocurren en un material irradiado con iones acelerados.
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Ion incidente

Electrones secundarios

A
b d ./ Superficie

RN
o | TR
0 d o

b i ,I'*\.\
% N O =4 Cascada de
‘O ‘\O\ ‘/O/ O\ electrones

O
Cascada de
desplazamiento
atdomico E{

Fig. 1.10. Esquema del desplazamiento atomico y cascada de electrones producidos por un ién

Atomos desplazados

I

f

incidente sobre un material. El circulo blanco representa el i6n incidente; los circulos grises, y
cuadrados blancos representan las colisiones elasticas. Los circulos negros representan la
cascada de electrones producida.

1.4.5. Poder de frenado nuclear y electronico

Durante décadas diversos investigadores (N. Bohr. H. Bethe, F.
Bloch, J. Lindhard) han estudiado el proceso de pérdida de energia de un ién
que penetra en un material. Los mismos concluyeron que en su camino a
través del solido, el idn pierde paulatinamente su energia por la interaccion con
el medio. Asimismo estudiaron cuantitativamente la cantidad de energia (dE)

que el ién pierde en el camino recorrido (dx) como una funcion [14].

S(E)= -dE/dx (1.1)

A tal funcion se la puede denominar de diferentes maneras, entre
ellas: pérdida de energia, transferencia de energia lineal (LET) 6 las mas
conocida (término usado en esta tesis) como Poder de Frenado (Stopping
power). En el grafico de la Fig.1.11 se muestra el grafico tipico del poder

frenador S en funcién de pérdida de energia (E) del i6n incidente.

[17]
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Pico de Bragg

2 Electrénico

-/E Pl

Linhard & Scharff

7

\ -1/E

Bethe & Bloch

Nuclear

Log (5)

Relativista

v

keV 1 MeV/uma 10 MeV
Log E
Fig. 1.11. Diagrama de la pérdida de energia S de un ién penetrando un sélido en funcion de la

energia cinética (E) del i6n.

Como se puede observar, el poder frenador cambia en varios
érdenes de magnitud su valor, por ello se representa en escala doble
logaritmica. La funcion se divide en dos regiones separadas por un pico
maximo localizado aproximadamente en 1 MeV/uma (denominado pico de
Bragg); a energias mayores la funcion S(E) decrece como 1/E (descripto por
Bethe-Bloch (BB)) [16]; en cambio a energias menores al pico de Bragg la
funcion decrece como VE (descripto por Lindhard-Scharff-Schiott (LSS)) [17].

La teoria de BB se aplica cuando la velocidad del proyectil es v >
w.Z?? (donde w = 2,2%x108 cm s es la velocidad de Bohr y Z1 es el numero
atomico del ion incidente); es decir para altas energias del i6n incidente y
velocidades no relativistas. Esta teoria es valida hasta que la velocidad se
aproxima a vpZ?°. Para velocidades menores la carga efectiva del ién se
reduce y tiende a neutralizarse, y el poder de frenado electronico empieza a ser
proporcional a la velocidad del i6n incidente (zona descripta por LSS). Ambas
teorias describen la conducta general del poder de frenado teniendo en cuenta
la dependencia con la energia y su magnitud. Mientras que en la zona de
transicién de la curva (alrededor del maximo del poder frenador) el poder de
frenado se describe con teorias semiempiricas desarrolladas a partir de datos

experimentales.

[18]
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En el rango de bajas energias cinéticas (del orden de los keV)
predomina el poder de frenado nuclear (nuclear stopping power); el maximo de
esta region se ubica aproximadamente en 0,1 MeV/uma.

En definitiva se considera que la pérdida de energia de los iones en
el sélido ocurre principalmente mediante dos mecanismos: la energia
transferida por el ion a los nucleos del medio (poder de frenado nuclear) y la
energia transferida por el ién a los electrones del material (poder de frenado
electrénico). Para energias alrededor de 1 MeV/uma (pico de Bragg) prevalece
la transferencia de energia electronica, region responsable de la creacion de
trazas latentes (ion tracks).

Los fenomenos de colisiones nucleares y electronicas se pueden
considerar independientes entre si, por lo que el poder de frenado se expresa
normalmente como la suma de dos términos proveniente de las colisiones

electronicas y de las nucleares.

dE =dE
dx dx

+ dE

(1.2)
nuclear dx

electronico
1.4.5.1. Poder de frenado electronico

Al proceso se lo divide en dos fases:

e Energia transferida: En una primera fase la energia es transferida del ion
a los electrones individuales del material. Debido a que la masa del
electron es mucho menor que la masa del idn, puede considerarse que
este ultimo casi no se desvia en su trayectoria. Mediante mediciones del
angulo y la energia antes y después de atravesar la muestra, puede

determinarse la energia perdida por el ion.

¢ Cascadas de colisiones electronicas: La segunda fase corresponde a la
emision de electrones (electrones &), que transportan la energia en
forma aproximadamente perpendicular a la direccion del i6n y hasta
distancias del orden cientos de nandémetros [18]. Estos electrones
secundarios son los que debido a la gran energia que poseen pueden

inducir ionizaciones secundarias.

[19]
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1.4.5.2. Poder de frenado nuclear

Al disminuir la energia del proyectil las nubes electronicas que
rodean los nucleos del blanco se hacen mas dificiles de penetrar por el i6n
incidente. En el caso limite el proceso de impacto se puede representar por la
colision de dos esferas rigidas de masa comparable. Si se incrementa la
energia a valores mayores a 0,1 MeV/uma, las nubes electrénicas de ambos
atomos se superponen y se puede observar un fendmeno del tipo de una
dispersion de Rutherford apantallada. Las colisiones atdmicas permiten una
transferencia directa de momento y energia del proyectil al atomo del blanco
[19].

Este fenomeno ocurre al final del recorrido del iobn donde prevalecen
las interacciones atomicas, originandose cascadas de colisiones. La dimension
de este tipo de cascada depende, entre otros factores, fuertemente de la
energia y del material blanco. La zona afectada es aproximadamente del orden
de 0,01 pm [20].

1.4.6. Rango de iones

El rango del ién es la distancia recorrida dentro del material antes de
perder toda su energia y detenerse. Depende especialmente del tipo de
material, de la particula y de su energia. Para un ién (proyectil) con energia
inicial Ep, moviéndose a través de un material blanco la energia se pierde de

acuerdo a [14]:

AE = (-ﬁ) Ax (1.3)

Integrando entre el la energia inicial Eq y el valor de la energia final E=0, se

obtiene el rango (R) del proyectil para ese material blanco.

-1

SACE

[20]
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1.5. Parametros del haz de iones acelerados

1.5.1. Rango de los iones

En su trayectoria dentro del material, el ién disminuye su energia
hasta llegar al reposo luego de atravesar cierto espesor. Se define como rango
del i6n, al alcance o espesor minimo de material que resulte suficiente para que
la particula pierda totalmente su energia (ver ecuacion 1.4). Este alcance esta
sujeto a una fluctuacion estadistica que hace que particulas con igual energia

inicial tengan distinto alcance [14].

1.5.2. Flujo y fluencia

El flujo (pp) 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 integraciéon del flujo en el tiempo, es decir la
cantidad de particulas incidentes por unidad de superficie. Se expresa en
N°iones.cm™.

En el presente trabajo se utilizaron polimeros irradiados con iones

pesados de fluencias en el rango de 10°-10°iones/cm?.

1.6 Efectos de la irradiacion sobre los polimeros

1.6.1 ionizacion

La irradiaciéon con SHI, en el rango de Mev a Gev, genera
modificaciones estructurales a nivel molecular sobre los polimeros. Las mismas
ocurren por la transferencia de energia a través de las interacciones con
electrones y nucleos. Estas interacciones generan zonas de dafio donde se
producen ionizaciones, eventos de excitacion, radicales libres, ruptura y
entrecruzamiento de cadenas poliméricas en pequefios volimenes de la
muestra denominados trazas latentes. La traza latente se genera Unicamente
alrededor de la trayectoria del i6n y es una de las principales caracteristicas de

la irradiacion con SHI [21].

[21]
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1.6.2 Descripcion fisica de las interacciones

Como se mencion6 anteriormente, al penetrar el ién en el polimero
se producen interacciones con los nucleos y electrones que disipan su energia
(colisiona con miles de atomos de carbono, hidrégeno, oxigeno, azufre y/o
nitrégeno, segun la composicién del polimero) produciendo una distribuciéon de
atomos ionizados y desplazados en la macromolécula. Estos desplazamientos
y reacomodamientos de electrones y atomos debido a las cascadas de
colisiones provocan modificaciones en el polimero. Los fendmenos de
colisiones nucleares y electronicas pueden considerarse como eventos
independientes entre si, por lo cual el poder de frenado (dE/dx) se expresa
como la suma de los dos términos (ver ecuacion 1.2).

Generalmente los modelos y cédigos computacionales utilizados en
la simulacioén de los efectos de los iones en los sélidos, asumen como valida la
expresion (1.2). Por ejemplo los codigos, tales como el TRIM (transporte de
iones en la materia) y el SRIM (frenado y rango de iones en la materia) dan
excelentes aproximaciones a los datos experimentales (disponibles en la

pagina http://www.srim.org/). Se pueden predecir el rango del ién, la

distribucion de los defectos, de los fonones y de las interacciones de electrones
y atomos. Ambos coédigos computacionales utilizan el método Monte Carlo y
son rutinariamente utilizados en la simulacion de implantacion de iones y la
irradiacién con iones sobre materiales, incluyendo polimeros [22]. En la Fig.

1.12 se presenta un ejemplo de irradiacion de PE con iones "N de 20 keV.

Polietileno ~ - -

1 Traza del iom
Traza del recorrido del
atomo de hidrogeno

>
Traza del recorrido del
atomo de carbono

Fig. 1.12. Resultado del calculo mediante el codigo TRIM, para la penetracion de 10 iones de
Nitrégeno a 20 keV, en PE.

La energia depositada en cada trayectoria es caracteristica del tipo
de i6n, su energia y de la estructura quimica del material impactado. La

naturaleza de los defectos formados sobre estos materiales debido a la

[22]



CAPITULO 1

irradiacion, son completamente diferentes segln sea: un metal, semiconductor,
cristal i6nico 6 polimero. A continuacién, se citan ejemplos de procesos de
irradiacion de iones pesados SHI aplicados a distintos materiales, como por ej.
iones de 28U, 2%°Pb, '%°Xe, 2°°Bi, ""Au y #Kr en materiales poliméricos; aunque
también se aplican los iones 22U, ?°°Pb, ""Au, *°La, *® Ni y *Fe en vidrio, y

"TAu y *®Ni para irradiar mica. [23].

1.6.3. Formacion de trazas latentes

Las zonas de un material que resultan perturbadas como
consecuencia del impacto del idn se denominan trazas iénicas o latentes y para
el caso de polimeros -al ser aisladores- sus efectos permanecen en el tiempo
[24]. Aunque varios modelos describen los mecanismos de formacion de las
trazas, aun no existe un consenso general con respecto a los detalles de
dichos procesos. No obstante, los modelos existentes coinciden en que la
pérdida de energia electrénica Se = (dE/dx)e resulta dominante en el proceso,
que la densidad de ionizacion debe ser muy elevada, y que la energia de
excitacion electronica debe ser dispersada de manera lo suficientemente lenta
para que la traza se forme. La extension radial de las trazas queda
determinada por los electrones secundarios (electrones &) originados tras el
paso del ion. Los defectos atdmicos se reorganizan formando el denominado
nucleo de la traza, una zona altamente perturbada de diametro aproximado de
10 nm a lo largo del camino del ién. Los defectos producidos por los electrones
dan origen a sitios activos (radicales) hasta una distancia de aproximadamente
100 nm denominada penumbra o halo, cuyo tamafio depende fuertemente de
las caracteristicas del ion incidente. Dado que los iones presentan un gradiente
de energia radial en la traza, segun lo visto en secciones anteriores se pueden
distinguir dos zonas afectadas por el recarrido del i6n, definiendo dos radios:

r.. radio del core o nlcleo de la traza, zona central altamente

afectada.
ren: radio quimico, que delimita una zona circular, en el cual se

considera que se producen las modificaciones de interés, y cuyo valor se

[23]
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encuentra entre r; y el rango maximo de los electrones & emitidos por el ion a
su paso (ver Fig.1.13) .

Para obtener dichos radios, en diferentes condiciones de irradiaciéon se han
realizado medidas de absorbancia de determinados grupos quimicos en

funcidn de la fluencia [25,26].

Alta energia: La interaccién con

los e no cambia la direccién del idn. Procesos independientes

lones pesados

Baja energia: Colisiones
desplazando dtomos de la red.

Halo: por accién de e emitidos por
el ién a su paso.

Traza lonica

Nucleo: gran cantidad . S R S
de defectos. : '
= (0,01 pm

Rayos &

Fig. 1.13. Esquema de la formacion de la traza producida por el paso del ién de alta energia,
sobre un material sdlido.

1.6.4. Efecto de las perturbaciones

Las macromoléculas que constituyen los polimeros son estructuras
estables mientras no existan influencias destructivas externas. Bajo la accion
de un agente externo como la irradiacion con iones SHI, se generan dafos
considerables de los enlaces quimicos de la macromolécula [20].

La energia que se transfiere desde el ion al medio en un evento
simple, que puede ser de magnitud mayor que las energias tipicas de
involucradas en un enlace quimico. Dichas colisiones son las responsables de
la ruptura de enlaces, dando paso a la formacion de radicales libres y
excitacion de oftras especies. Todas estas especies desencadenan una

[24]
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compleja serie de procesos quimicos secundarios que modifican de manera
gradual y continua la estructura y las propiedades fisicas del material. Los
efectos tipicos abarcan desde la modificacion de la distribucion del PM, el
grado de cristalinidad, propiedades térmicas, mecanicas, la absorcién optica y
la conductividad eléctrica [20].

Una de las aplicaciones de las trazas sobre films poliméricos es la
generacion de nano-microporos mediante el proceso de grabado quimico. La

misma sera desarrollada ampliamente en el Cap. Il

1.6.5. Descripcion quimica de las interacciones

Los iones interactuan principalmente con los atomos por procesos
de colisiones inelasticas, que producen una ionizacion de los atomos y la
excitacion de los electrones ligados. Una de las caracteristicas de la irradiacion
es la heterogeneidad de la distribucion espacial en energia depositada. Esta
energia se deposita en un pequefio volumen, con simetria de revolucién a lo
largo del camino del ién, denominada traza latente [20].

Cuando los iones atraviesan al polimero dafian algunos enlaces
quimicos originando radicales libres. Estas especies reactivas inestables
evolucionan de manera mas o menos compleja hacia una especie quimica mas
estable. En el esquema de la Fig. 1.14 se muestra la escala de tiempo a la cual
suceden los diferentes efectos. Los fenomenos fisicos (interaccion primaria y
cascada de colisiones atomicas ocurren en el orden de los femtosegundos,
mientras que los fendmenos quimicos suceden mucho mas lento, en el orden

de los microsegundos. [27].

l Interaccion primaria
15 b S o i .
10 Cascada de colision atomica, transferencia de energia,
102 lexnbsi(‘)n de Coulomb
5 Defecto Spike térmico, relajacién de atomos y moléculas.
107 - 1 Formacién de la traza
I Reacciones quimicas y formacién de radicales libres.
10° F l Reacciones atomicas con oxigeno.
10" Radicales de vida larga.
v
Tiempo (s)

Fig. 1.14. Escala de tiempo de los diferentes efectos que ocurren a lo largo de la traza.

[25]
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En definitiva, los cambios quimicos producidos por efecto de la
irradiacion dependen fuertemente de la amplia gama de reacciones quimicas
que ocurren luego de la irradiacion y de sus multiples vias. La via de
propagacion, la velocidad con la que ocurre y los productos finales de la
reaccién son dificiles de predecir. El camino de reaccion depende fuertemente
del tipo de polimero, del i6n y de la post-modificacion, esto es, la exposicion a
especies reactivas luego de la irradiacion. Se observo que la energia necesaria
para producir ionizacién primaria y excitacion (20 - 30 eV) es mucho mayor que
las energias de unién de muchas sustancias organicas simples (3 — 5 eV).
Existen ciertas reglas, que no estan del todo bien establecidas, que sirven de
guia, por ej. en hidrocarburos lineales las uniones C-H (104 kcal/mol) se
rompen mas facilmente que las uniones C-C (88 kcal/mol), a pesar de la menor
energia de union de esta dltima. Ademas los cambios fisico-quimicos
dependen también del lugar donde ocurre la interaccién en la molécula [20].

Los efectos que se observan en el polimero irradiado se
correlacionan con el tipo de reacciéon quimica que haya tenido lugar. En una
reacciéon de tipo ruptura, se destruye el material, ya que al cortar las
macromoléculas se reduce su PM y por ende su resistencia mecanica. Por otro
lado, la recombinacién de radicales genera entrecruzamiento que aumenta el
PM del material, eleva el punto de fusion del polimero y lo hace insoluble en los
solventes. Segun la composicién quimica del polimero tendrd mayor tendencia
a la degradacion (por ej. PMMA) y otros al entrecruzamiento (PS y PE). Los
polimeros que generan trazas de revelado “positivo” son los que tienen zonas
danadas que se disuelven mas rapidamente con atagues quimicos, que las
zonas no afectadas por la irradiacion. Mientras que en los polimeros donde
predomina el entrecruzamiento generan un revelado “negativo’. En estos
ultimos las zonas irradiadas son menos solubles y son por lo tanto mas
resistentes al ataque quimico.

Las reacciones descriptas ocurren en vacio. La presencia de
oxigeno post-irradiaciéon produce un efecto de degradacion oxidativo y
generacion de radicales peroxidos, los cuales a su vez evolucionan de distintas
formas.

Existen numerosos trabajos publicados en los cuales se describen

los cambios quimicos producidos por la irradiacion de SHI sobre PET. A

[26]
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continuacién se describen los sitios mas probables de ruptura y los productos
de degradacion obtenidos experimentalmente (ver Fig. 1.15). [28-31].

(0]

R— O—C© (A)

{o—c R-C=C—H + H, (B)
9

o—c@ou ()

Fig. 1.15. Sitios de ruptura mas probable del PET.

Dentro de los productos de la degradacion se encuentra la formacién
de acido benzoico (A), alquinos (B), a una distancia de 3 nm perpendicular al
paso del ion, y alcoholes (C). A continuacion se describe el mecanismo de
degradacion, en base a los productos encontrados experimentalmente (ver Fig.
1.16).
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c-@ +co+%_\k
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Fig. 1.16. Mecanismo de degradacién y formacion de alquinos para la irradiacién en vacio.

Termodinamicamente, en base a consideraciones energéticas
(Entalpia de formacion de benzoato y radicales libres correspondientes), la

reaccion (1) es la mas probable respecto de reacciones alternativas (4) y (5);

[27]
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CAPITULO 1

las reacciones subsecuentes (2) y (3) permiten la formacion de &acido
carboxilico (D) y residuos de acido benzoico (A).

Una de las caracteristicas encontradas en la irradiacion con SHI
respecto de la de rayos gamma, electrones 6 rayos X, es la formacion de
alquinos como uno de los productos. La formacién del triple enlace se produce
principalmente por la elevada deposicion de energia en el rango de los
femtosegundos (10" s), y por la distribucién espacial inhomogénea de la
energia; ademas se encontré que la formacion del mismo es independiente de

la estructura del polimero irradiado [28-29].

1.7 Irradiacion sobre films de PET

La irradiacion de los films de PET (PET+-PETs), utilizados en la
presente tesis, se llevaron a cabo en los siguientes ciclotrones: GANIL' (Caen,
Francia) para los films de PET,gy en DUBNA? (Rusia) para el PET;. Todos los
films fueron generosamente donados por la Dra. M. Clochard, del ISI-Ecole
Polythecnique, Palaiseau, Francia. A continuacién se muestra el esquema
basico de las instalaciones del ciclotron’ (ver Fig. 1.17).

lones acelerandose

Generador de iones

Fig. 1.17. Esquema general del Ciclotron de iones pesado GANIL, Caen-Francia.

[28]
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En este sistema es posible producir haces de SHI, desde “He hasta
% acelerados en un amplio rango de energias. Los &tomos son
primeramente ionizados en el generador de iones. Este proceso se realiza a
través de un campo magnético o bien elevando la temperatura a 1500°C, de
manera de conseguir que los electrones sean excitados y liberados del ndcleo.
Como resultado se obtiene una gran cantidad de iones de diferentes cargas
(dependiente de la cantidad de electrones que perdié el atomo al ser excitado),
que viajan a través de un conducto guia y son expuestos a imanes, a fin de
ordenar los distintos iones y mantener aquellos que posean una carga dada
(seglin las necesidades del experimento). De este modo el haz del ion
seleccionado se conduce hasta el acelerador, constituido por una cascada de
dos ciclotrones isocronos, donde el haz de iones es fuertemente acelerado y
los iones adquieren una elevada energia hasta alcanzar la energia requerida
(alcanzando energias mayores a 50 MeV/uma). Seguidamente el haz se
conduce hacia al area experimental, donde se produce la irradiacion con SHI
uniformemente sobre la superficie de las muestras, en una camara a alto vacio.
Finalmente los productos de la reaccién son detectados en el area
experimental de medidas, donde se analizan y se da informacion de
diferentes parametros, como por ej., el angulo de emisién, carga y masa de los

productos de reaccion generados por el impacto [32].

A continuacién se exponen en la Tabla 1.4 los parametros de la
irradiacion (tipo de i6n, energia y fluencia) y el espesor del polimero de las
distintas muestras de PET irradiadas, utilizadas en este trabajo de Tesis.

Tabla. 1.4. Tabla con los parametros de irradiacion de los iones sobre los films de PET

Polimero Nomenclatura | Espesor I6n Energia de Irradiacion Fluencia
{um) (MeV/uma) (n°poros/cm2)

PET, 10 xe 0,95 7,00E+07

PET, 12 i 2,97 3,00E+07

PET PET; 16 K 2,97 9,00E+07
PET, 23 ND* ND* 3,80E+08

PET, 16 "Kr 9,2 1,00E+05

PET, 16 | ke | 9,2 | 1,00E+06

PET, 16 Kr 9,2 1,00E+07

PETs 16 Kr 9,2 1,00E+08

PET, 23 ®Kr 4.4 1,00E+09

*ND: No disponible

[29]
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1.8. Simulaciones de la interaccion ion-soélido

1.8.1 Calculos TRIM - SRIM

El programa de simulacion TRIM se lo utiliza rutinariamente para

determinar el rango de iones en diversos materiales, asi como la distribucion de

energia y el dafio ocasionado por la irradiacion. Este codigo simula los

procesos que sufre el material al penetrar el i6n a una determinada energia. En

las siguientes figuras (Fig.1.18-22) se muestran las trayectorias simuladas para

las distintas condiciones de irradiacion. Todos los calculos se realizaron

considerando 2500 iones para poder comparar los resultados obtenidos. En

color verde se representan los atomos de hidrogeno desplazados por el paso

del i6n, los atomos de carbono de color celeste y los de oxigeno en magenta.

La trayectoria del paso del i6n aparece en color rojo en todas las simulaciones.

=
o
- £ umy N '
oA

— Targed Depth —

Fig. 1.18. Simulacion SRIM. PET,; irradiado con Xe a 125 MeV. A- Rango del ion. B-

Distribucién del dafio producido por la irradiacion. C- Distribucién radial del dario.
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Fig. 1.19. Simulacién SRIM. PET; irradiado con Kr a 250 MeV.
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Ion Trajectories

T ' T T T T

Depth vs. Y-Axis

_. Tmvarse View C |

T T T T
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=
=

Fig. 1.20. Simulacion SRIM. PET;

16um

irradiado con Kr a 250 MeV.
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Fig. 1.21. Simulacion SRIM. PETsg irradiado con Kr a 773 MeV.
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Fig. 1.22. Simulacion SRIM. PET; irradiado con Kr a 370 MeV.

Utilizando este codigo se pudo determinar que la energia de los SHI

fue suficiente para que el i6n atraviese completamente el film PET. Por otro

lado, se puede observar el aumento de la transferencia de energia electrénica

a expensas de la nuclear, es decir mayor dafio para iones de energia proxima
al pico de Bragg (1MeV/uma), ver Tabla 1.4. El desplazamiento de 2H puede

generar radicales libres, por lo tanto en las zonas verdes de alta densidad

alrededor de la traza existe una gran cantidad de radicales libres formados.

Segun las condiciones de irradiacion, estos halos son de 200 nm de diametro

para el PETs-g llegando a 1 um para el PET;,
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2. Introduccion

La preparacion de membranas track-etched involucra un primer proceso
de irradiacion, descripto en el Cap. |, y posterior grabado quimico (GQ) para
generar poros perfectos. En general se utilizan SHI de '®Xe y ®Kr, en diferentes
condiciones de irradiacion.

En este Capitulo se presentan las generalidades acerca del proceso de
grabado y los factores relevantes involucrados en el mismo. Seguidamente, se
detalla la metodologia y ajuste de las condiciones experimentales del grabado, asi
como también lo referido a la caracterizacion.

La caracterizacién de las membranas porosas se realizdé a través de
diversas técnicas de microscopia para observacion directa de las modificaciones,
espectroscopia para intentar caracterizar cambios quimicos y técnicas de
caracterizacién funcional de las membranas. Los fundamentos de las técnicas
utilizadas asi como las condiciones de medicion son descriptos en detalle.
Finalmente, se describen los resultados obtenidos en el GQ de films de PET

2.1 Grabado quimico: Generalidades

El GQ de polimeros irradiados con SHI es un proceso quimico que
transforma las trazas latentes en un poro o conducto que se extiende a lo largo del
dafno producido por el ién (traza). Dependiendo de las condiciones del proceso se
pueden obtener diferentes formas de conductos: cilindricos, cénicos, bicénicos,

entre otros [1].

Uno de los primeros trabajos sobre irradiacion con SHI fue reportado
por Fleischer en 1964, quien describio la irradiacion de mica con fragmentos de
fision de nucleos pesados, como el 28U y ?°2Cf [2-4]. Con el transcurso de los
afnos el proceso de irradiacion con fuentes radioactivas fue reemplazado por
sistemas mas avanzados. El desarrollo de ciclotrones, sincrociclotrones,
implantadores y aceleradores de iones pesados posibilitd la obtencion de haces de

cualquier tipo de ion en un amplio rango de energias y con un mejor control de las
(37]
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CAPITULO 11

variables involucradas en el proceso. Los haces de iones producidos en este tipo
de instalaciones se caracterizan por su elevada capacidad de transferencia lineal

de energia.

Cuando un haz de SHI en el rango de MeV a GeV de energia atraviesa
una pelicula delgada de polimero deposita una gran cantidad de energia a lo largo
del camino recorrido. Esta energia se disipa por una nube de electrones que se
desplazan en una direccion aproximadamente perpendicular a la trayectoria
rectilinea que sigue el ion y a lo largo de la trayectoria del proyectil, formando la
traza como se describe en el Capitulo I.

La distribucion local de energia a lo largo de la traza se puede dividir
en dos grandes zonas: nucleo de la traza (core), una zona altamente perturbada
de un diametro aproximado de 10 nm, mientras que los defectos producidos por
los electrones & dan origen a la zona denominada penumbra o halo y cuyo
tamano depende fuertemente de las caracteristicas del ion incidente (ver Cap. ).
Estas trazas latentes se pueden convertir en poros utiles a través de un ataque
quimico (proceso denominado GQ), en el caso de utilizar polimeros de revelado
positivo [5-10].

Una de las caracteristicas mas importantes del GQ es la posibilidad de
controlar tanto el tamafno como la forma de los poros (conductos) formados, los
cuales pueden presentar diametros en el rango 0,1 nm a 1um. Adicionalmente se
tienen otras ventajas tales como (i) ausencia de contaminacion radiactiva del
material cuando la energia de los iones irradiados esta por debajo de la barrera de
Coulomb; (ii) las “n” trazas producidas por un haz de SHI poseen las mismas
propiedades de grabado; (iii) puede seleccionarse el ion y la energia de
irradiacion, permitiendo que films de mayor espesor puedan ser atravesados; (iv)
posibilidad de manipular el numero de poros por unidad de superficie; (v) los iones
pueden ser mas pesados que los fragmentos de fision (vi) es mas facil controlar el
angulo de impacto y producir trazas paralelas e incluso crear distribuciones de
trazas angulares particulares que permitan generar poros interconectados [5].

(38]



CAPITULO 11

La técnica de GQ se ha aplicado con éxito a varios polimeros tales
como PET, PC, PVDF, PP, PI. Existe una gran variedad de trabajos dedicados al
estudio del GQ y los diferentes parametros del proceso. Entre ellos se destacan el
estudio del efecto del pre-tratamiento con luz UV y uso de dimetil formamida
(DMF) como solvente y la determinacion de la velocidad del grabado [11-17].

2.2. Bases fisicas y quimicas del grabado quimico

En condiciones ideales, el reactivo utilizado en el proceso de GQ debe

cumplir las siguientes caracteristicas [1].

1. Ser capaz de distinguir y disolver entre las diferentes areas del polimero,
esto es, las zonas dafiadas (trazas) de las intactas (resto del material). La
disoluciéon debe producirse solo en la zona dafiada sin afectar ni disolver el
polimero base.

2. La reaccion con el polimero no debe producir ningun producto insoluble, ya
que los mismos podrian acumularse en la superficie, impidiendo el
transporte del disolvente al interior de la traza.

3. Debe poder utilizarse en altas concentraciones, para aumentar la cinética
del proceso. Aunque existen muy pocas excepciones donde el material es
altamente resistente, como los fluoropolimeros y donde la cinética del
grabado es muy lenta, aun a altas concentraciones de reactivo.

4. Ser preferentemente estable a altas temperaturas y fotoestable.

5. Debe tener una baja tension superficial, permitiendo la interacciéon con la
superficie del polimero. Una humectacion pobre proporciona un proceso no

homogéneo, disminuyendo la calidad y distribucién del mismo.

En la practica, pocos reactivos verifican simultaneamente todas las
caracteristicas mencionadas. En la Tabla 2.1 se enumeran los reactivos utilizados
con mas frecuencia para diferentes polimeros, asi como las condiciones de
temperatura y tiempo de reaccion tipicos para cada uno [1].

(39]
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Tabla.2.1. Lista de polimeros y sus respectivos reactivos y condiciones de GQ.

Polimero Reactivo, temperatura y tiempo Referencia
Polioximetileno 5% KMnQ,, 60°C, 10 h 2
Poliamida 25% Kmn0,,100°C, 1.5 h 2
Poliimida 25% KMnQy, 100°C, 8 h 2
Polifenéxido 25% KMnOy, 100°C, 4 min 2
Polimetilmetacrilato KMnO, saturado, 85°C, 8 min 2
Poliestireno KMnOQ, saturado, 85°C, 2.5 h 2
Cloruro de polivinilo KMnQ, saturado, 85°C, 2.5 h 2
Polietilennaftalato 3-5 M NaOH, 45-65°C, h 54
Policarbonato 6.25M NaOH, 70°C, 20 min

PET 6.25 M NaOH, 70°C, 10 min 2
Polivinilacetato 6.25 M NaOH, 23°C, 4 h 2
Polietileno 10gr K;Cr,0; + 35ml 30% H,SO,, 85°C, 30 min 2
Polisulfona 100 ml 40% H,S0O, + 30gr CrO3, 50°C, 1 h 55

En el caso de los poliéteres, poliésteres y policarbonatos se utilizan
para el GQ principalmente bases, que producen degradaciones en el polimero
catalizadas por un mecanismo de hidrolisis de la cadena principal. Los grupos
ésteres al reaccionar con el alcali forman carboxilatos, mientras que los éteres —al
ser menos acidos- sélo lo hacen a altas concentraciones del reactivo de GQ. En
los otros polimeros, las uniones insaturadas, generadas por el dafio, también
pueden sufrir ataques a través de la degradacién oxidativa con permanganato o
dicromato [1].

La reaccion principal de GQ sobre PET es la hidrdlisis de las uniones
esteres, dando como productos finales de la reaccion el etilen glicol y el anién del

acido tereftalico [1].

~0-CH;-CH,-0-CO-CgHs-CO~ + OH  ——» ~0-CH,-CH,-OH + “0-CO-CgH4-CO~
PET alcali Etilen glicol Anion tereftalico

Adicionalmente, es posible modificar la cinética de la reaccion
agregando pequefias cantidades de otros solventes, como el etanol o metanol, los
cuales aumentan considerablemente la velocidad del ataque quimico. Las

moléculas de estos solventes al ser pequefias y mas hidrofébicas que el agua

(40]
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difunden en la matriz del polimero debilitando las uniones intermoleculares o bien
pueden clivar uniones esteres a través del mecanismo de alcoholisis. Otras
especies quimicas reducen la velocidad de reaccion, como por ejemplo los
surfactantes o tensioactivos, los cuales se adsorben sobre la superficie del
polimero y actuan como protectores, limitando el ataque quimico y finalmente
influyendo en la geometria de los conductos durante el grabado [1].

Otros parametros que influyen en el proceso de GQ son: concentracion
del reactivo, temperatura, tiempo del proceso y la pre-sensibilizacion o pre-
tratamiento con luz ultravioleta (UV). Es importante destacar que el efecto final del
grabado también dependera de la condiciones de irradiacién (tipo de ién, fluencia,

dosis de irradiacion), asi como de las propiedades quimicas del polimero.

2.2.1. Formacion del poro o conducto

La formacion del conducto durante el proceso de grabado se produce
debido a que la velocidad de degradacion de la traza (V1) es mayor que la
velocidad de degradacion del area no dafiada por la irradiacién o resto del material
(Ve). Una descripcién simple de la forma geométrica del poro se basa en el uso de
estos dos parametros [18]. Si Vry Vg son del mismo orden de magnitud la forma
del conducto obtenido se asemejara a un cono (Fig. 2.1 A). La forma de la punta
del cono dependera del diametro del core (dc) y del diametro del halo (dy) (Fig.
2.1 B). En cambio si V1 >- Vg se formara un canal cilindrico de diametro dy (Fig.
2.1 C) [18].

Vv dy
B

A B C l E I |

dll [

&> !

idc |

I

|

|

Fig.2.1. A- Conducto conico se obtiene cuando V< Vg B- La geometria del cono depende de la
relacion entre d¢ y dy. En la forma de embudo d¢ no es despreciable frente a d,,. C- Conducto

cilindrico se obtiene cuando V1 >> Vg y el diametro del conducto resulta ser dy.
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La Vg depende del material, del reactivo de GQ y de la temperatura,
mientras que Vr depende ademas de la sensibilidad del material a la irradiacion,
las condiciones de irradiacion, la conservacion post irradiacion y las condiciones
del GQ [18]. El valor de Vg se puede determinar experimentalmente a través de
diversos métodos directos e indirectos [19]. En este trabajo, Vg se calcula
mediante la determinacion de la Vrransversal, que resulta del ajuste lineal de la curva
diametro del poro en funcion del tiempo de GQ. Vtrans €s del mismo orden que Vg
[19]. Mientras que el valor de Vt generalmente se determina evaluando la
conductancia durante el proceso de GQ. En el instante que se forma un conducto
se observa un incremento brusco de la corriente. Entonces Vy se determina
dividiendo el espesor del film por el valor del tiempo al cual se produce el salto de
corriente [20,21]. En el presente trabajo, Vr se determina aproximadamente

mediante el tiempo de GQ minimo al cual se observa transporte.

2.3. Factores que afectan al grabado quimico

Las condiciones de almacenamiento y el procesamiento previo al GQ
pueden producir modificaciones en las trazas. La exposicion a luz UV, la
temperatura, la exposiciéon a un agente quimico y tiempo que transcurre hasta que
se realiza el grabado son factores pueden aumentar o disminuir la sensibilidad de

las trazas, segun se describe brevemente a continuacion [2].
2.3.1. Efecto térmico

La exposicion del polimero irradiado a temperaturas mayores a la
ambiente puede modificar Vr a lo largo de la traza del i6n [2]. En el caso del PE y
PP, por ejemplo, el calentamiento térmico entre 50-100° aumenta la sensibilidad

de la traza por oxidacion térmica [22,23].

2.3.2. Efecto quimico
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CAPITULO 11

El tratamiento del material irradiado con agentes como O;, O3, H2O2 y
H2O o aire incrementa la Vr, por efectos de oxidacion. Cuando se preserva en

vacio o atmosfera inerte esta no se modifica [2].

2.3.3. Efecto del tiempo

Otros factores a considerar son el tiempo que transcurre entre la irradiacion
de la muestra y el proceso de GQ asi como las condiciones en las que se
almacena el mismo. Experimentalmente se determin6 que la Vt no se ve afectada
al mantener en vacio films de PC irradiado con *°Ar durante 6 meses. Por el
contrario, si se deja el polimero irradiado en contacto con oxigeno y/o luz UV se
observa un aumento de Vt [24].

2.3.4. Efecto de la luz UV

El tratamiento de las muestras irradiadas con luz UV, fotones,
electrones u otras particulas que no generan trazas latentes pueden afectar
significativamente las propiedades de las trazas ionicas [25,26]. En trabajos
previos donde se utilizé el pre-tratamiento con UV en presencia de oxigeno para
PET y PC se observé un incremento de Vr sin afectar significativamente la Vg [27-
30]. Otros trabajos, donde usan al polimero CR-39 reportan un aumento
significativo de Vg [31, 32]. Estas diferencias se atribuyen a las diferencias de
estructura quimica de los materiales, y a las diferentes condiciones
experimentales.

La sensibilizacién por UV es un proceso muy utilizado ya que produce
un aumento de Vr y la formacién de poros cilindricos durante el grabado [8,33].
Tal efecto se atribuye a la degradacion foto-oxidativa de las cadenas del polimero
en la zona danada, donde el oxigeno tiene una alta permeabilidad comparada con
el polimero pristino. Trabajos previos determinaron que la exposicion a luz UV de
PET irradiado con '®Xe a 450 MeV, produce durante el GQ un aumento de Vr,
mientras que Vg se mantiene mayormente constante a lo largo del espesor. En

dichas condiciones los conductos que se obtienen son cilindricos [12].
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2.4. Preparacion de membranas
2.4.1- Materiales y Métodos
Materiales
Se usaron laminas de PET:; irradiado (ver condiciones de la
irradiacion en el cap. I), de dimensiones de 19 cm de ancho x 21 cm de largo.

Metodologia

En todos los ensayos se utilizan secciones rectangulares de la muestra,
de 5,5 cm de ancho x 5,5 cm. Las muestras fueron colocadas en un dispositivo
imantado que retiene al film polimérico por sus bordes dejando un area expuesta
de 25 cmz, ver Fig. 2.2.

v

Dispositivo, cara anterior

Films irradiado de PET

v

\ 4

Dispositivo, cara posterior

Fig.2.2. Esquema del dispositivo imantado.

2.4.2. Grabado quimico - Protocolo general

I. Lavado del film irradiado con agua destilada (H,O (d)). Se utilizaron 30
ml por cm? de muestra.

Il. Lavado con Etanol (EtOH) 70% y posterior secado a temperatura
ambiente (Tamp) durante 15 h (O.N.) y/6 a 30°C durante 3 h.

lll. Incubacion del PET en solucion de NaOH a una determinada
concentracion molar y tiempos de incubacion entre 0 y 45 min. Se uso
una relacion de 14 ml de solucion por 1cm? de muestra.

IV. Detencion de la reaccion, mediante la extraccién de la muestra de la
solucion de GQ y lavado con agua desionizada (3 incubaciones de 5

min) utilizando una relacién de 14 ml de agua por 1cm? de muestra.
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V. Enjuague con etanol 70% y secado a Tamp.

El protocolo de GQ descripto se efectu6 sobre dos conjuntos de
muestras de PET irradiado. A un grupo se le realizd un pre-tratamiento con luz UV
(302 nm de longitud de onda, potencia de 15W/tubo (4 tubos) y un tiempo de
exposicion de 1 h a cada lado del film) denominado ¢/UV. Al segundo grupo
(s/UV) no se le realizé el pre-tratamiento. Para asegurar la homogeneidad del GQ,
durante la incubacion con NaOH se controla que el film quede totalmente inmerso
en la solucion sin tocar las paredes del vaso.

Se estudiaron ademas condiciones de GQ variando las concentraciones

molares de NaOH, temperatura y tiempos de incubacion.

2.5. Técnicas de caracterizacion de membranas

La caracterizacion de las membranas preparadas se realizé con el
objetivo de analizar su constitucion, estructura-morfolégica y comportamiento
frente a un determinado proceso. Las técnicas utilizadas se citan a continuacion:

/ Técnicas \

v Microscopia electronica de barrido de campo (FESEM).

v Espectroscopia de infrarrojo por trasformada de Fourier (FTIR) y reflectancia
total atenuada (ATR).
v Cinética de transporte de masa (CTM).

K v Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS). /

Adicionalmente se evaludé la adsorcion inespecifica de moléculas
modelo.

A continuacién se describen los fundamentos de las técnicas
empleadas, asi como la metodologia y los equipos utilizados.

2.5.1. Microscopia electronica de barrido de efecto de campo
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Con esta técnica se pueden obtener imagenes de la topografia
superficial de la membrana asi como de secciones transversales de la misma. Con
respecto a las imagenes obtenidas en un SEM (Microscopio electronico de
barrido), el efecto de barrido de campo (FESEM) permite obtener imagenes mas
claras y menos distorsionadas, con una resoluciéon de aproximadamente 3 a 6
veces mayor y aumentos desde 20x hasta 10°x. Las imagenes se adquieren por el
bombardeo con un haz de electrones con una energia entre los 3-50 keV sobre el
material solido a analizar. La gran cantidad de interacciones que se producen
entre el material y el haz electrénico permiten obtener de manera indirecta la
topografia de la muestra lo cual permite visualizar los poros presentes en la
superficie de la membrana. Para evitar distorsiones en la imagen obtenida, la
muestra debe ser conductora (caso contrario al no poder disiparse la energia del
haz de electrones, el material puede cargarse y distorsiona la imagen obtenida).
En general los polimeros deben ser metalizados para evitar este efecto.

Las microscopias electrénicas se realizaron utilizando un microscopio
FESEM Zeiss supra 40 (Carl Zeiss NTS, LLC) y una energia del haz de 3 kV;
perteneciente al centro de Microscopias Avanzadas de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales-UBA. De las imagenes obtenidas (magnificacién de 100.000 o
200.000x) se determinaron los diametros de los poros tomando el valor promedio
de un minimo de 30 mediciones +/- SD. El procesamiento de imagenes se realizod
con el programa Image J.

2.5.2. Espectroscopia de infrarrojo por trasformada de Fourier y

reflectancia total atenuada

La adsorcion de luz en el espectro infrarrojo (IR) es una de las técnicas
espectroscopicas que da mas informacién acerca de la estructura quimica de los
polimeros. El espectro IR es muy caracteristico de un material y puede utilizarse
para establecer la identidad de dos compuestos o revelar uno nuevo. Su principal
aplicacion es la deteccion de grupos quimicos funcionales, y el analisis cualitativo
y cuantitativo de compuestos organicos. En los ultimos afios, los espectrometros

de IR dispersivos convencionales fueron reemplazados por equipos de IR por
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transformada de Fourier (FT-IR) en los cuales se incorpora un interferometro de
Michelson para modular la radiacion.

La superficie de films poliméricos pueden ser estudiados mediante la
técnica de reflectancia total atenuada (ATR). En esta técnica la muestra a estudiar
se coloca en una celda en contacto con un cristal que refleja completamente el
haz infrarrojo. Cada vez que esto ocurre, una pequefia cantidad de energia forma
una onda evanescente, que decae rapidamente con la distancia (en el orden del
micron), ver Fig. 2.3. El espectro de absorbancia resulta de la pérdida de las
frecuencias absorbidas por el material de esta onda evanescente. Los espectros
obtenidos proporcionan informacion de la composicion de la estructura quimica,
asi como también del contenido de agua 0 la orientacion molecular, cerca de la

superficie del cristal, con gran sensibilidad.

A B Rayo incidente
ﬁ Merttaia Aire N\
Ravo IR — P |

: i ; ; Ravo refleiado
Membraw\/sépr'sma de ATR  Medio 1 (prisma) \/

? Hacia el detector Medio 2 (muestra) Onda
evanescente

Fig. 2.4. A-Esquema del camino recorrido por el haz IR dentro del prisma. B- Detalle entre los dos
medios.

En este trabajo, se tomaron los espectros FT-IR-ATR de las siguientes
muestras: Films PET antes de la irradiacion (virgen o pristino, denominado PET,),
después de la misma (denominado PET;), y posterior al proceso de GQ
(denominado PETg) para seguir la evolucion en la absorcion de luz IR, de
diferentes grupos quimicos funcionales. Los espectros se adquirieron en el
IRAffinity 1 (Shimadzu) con el moédulo PIKE GladiATR. Los parametros de
adquisicion fueron: 4 cm™ de resolucion, 60 scans y barrido entre los 600 cm™ y
3000cm™. Finalmente los espectros fueron corregidos por la linea de base y

atmaosfera.

2.5.3. Cinéticas de transporte de masa
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CAPITULO 11

La evaluacion del transporte de masa a través de los nanoconductos se
realiz6 utilizando un dispositivo de celdas de micro-transporte (MCD) desarrollado
exclusivamente para este fin. El mismo se adaptdé a un pequefo
espectrofluorometro de estado solido (Nanodrop® 3300, Thermo Scientific,
EE.UU.) de elevada sensibilidad (< femtomoles de moléculas fluorescentes). El
acople de las celdas al Nanodrop permitié cuantificar el transporte de los analitos,
mediante la cuantificacion de fluorescencia in situ.

El dispositivo MCD se compone de dos cilindros huecos (medias
celdas) de polimero acrilico (ver esquema Fig. 2.4). El diametro interno de ambos
corresponde al diametro del pedestal del Nanodrop de 3 mm, mientras que el
diametro externo de 15 mm facilita la manipulacién. El cilindro inferior es
transparente a la luz visible de 2 mm de altura, con un area de intercambio de 7
mm? y funciona como celda receptora (volumen 14 pl). El disco superior (celda
donora) posee 4 mm de altura y un volumen total de celda de 28 pl; ademas es de
color negro para evitar la excitacion del analito contenido en este, asegurando que
las medidas durante el ensayo corresponden a la fluorescencia emitida por las
moléculas presentes en la celda aceptora. La membrana a analizar se coloca
entre los dos cilindros de acrilico con una pequefa cantidad de aceite de silicona,
para sellar el sistema.

B
A
Analito Celda Donora
Fluoresceina 6 v}
GFP Y ,
Py ¢ = " Membrana
LED Azul Celda @ I B
Receptora Pedestal del
' Fibra <« B~ nanodrop
= Pedestal del
P Nanodrop
Area de medida: 0.126 mm’ Nanodrop® 3300

Fig. 2.4. A-Esquema del dispositivo de celdas utilizado para medir la cinética de transporte de
masa a través de las membranas nanoporosas. B- Sistema estandar de medida del nanodrop.

La fuente de excitacion, longitud de onda (A) del diodo emisor de luz
(LED), y la longitud de emision deben ser previamente determinados. En este
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trabajo se us6 el LED azul (475 nm) para excitar tanto a Fluoresceina como GFP
y las lecturas se realizaron en unidades de fluorescencia relativas (RFU) al
maximo de emision (a 515 nm y 506 nm para Fluoresceina y GFP
respectivamente). Por otro lado la distancia de paso de la luz del sistema MCD se
cambid a 2 mm, respecto del valor preestablecido en el Nanodrop de 1 mm, por lo
cual las medidas de RFU fueron corregidas.

El estudio de transporte de Fluoresceinay GFP se realizé inicialmente
sobre membranas PC comerciales (SPI™), para mostrar el funcionamiento de la
técnica. Las concentraciones de los analitos fue de 0,47 pM para Fluoresceina y
de 25 pg/ml para GFP, ambos en buffer fosfato 30mM, pH 7 (BP (1)). Las
muestras (secciones rectangulares de 0,3 cm?) fueron previamente pre-
acondicionadas O.N. en diferentes soluciones a) KCI 0,1M, b) H>O (d), c) H:O
MiliQ, segun la membrana y/o el requerimiento del ensayo. En todos los casos se
llend con 10 pl del disolvente en la celda aceptora y 20 pl de la solucion del analito
en la celda donora. El lapso de tiempo de la cinética fue de 30 min, con intervalos
de medicion de 1- 2 min. Las evaluaciones de las muestras se realizaron por
triplicado, las mediciones de RFU fueron corregidas, y los resultados se presentan
a través de curvas de cinética de transporte de masa expresados en RFU (-) o en
moles transportados por area (mmz) en funcion del tiempo.

2.5.4. Absorcion Inespecifica

En este ensayo se evalud la adsorcion inespecifica de Fluoresceina y
GFP a membranas mediante fluorometria directa, usando el Nanodrop® 3300. El
ensayo general se realizé pre-acondicionando la muestra (secciones de 0,3 cm®
de membranas PC) O.N. en 1,5 ml de H;O (d). Luego se incubo en 1 ml de la
solucion del analito a evaluar (Fluoresceina 0,52 uM o GFP 29,5 ug/ml, ambas en
BP (1)) durante 30 min. Se lavo con BP (1) por 30 min y en agitacion constante.
Las mediciones de fluorescencia sobre la membrana se realizaron excitando con
luz azul (475 nm) y las lecturas al maximo de emision del analito. Las mismas se
midieron por quintuplicado sobre distintas areas de la membrana. Los resultados

se informan como el valor promedio de las medidas +/- SD.
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La determinacion de la fluorescencia directa de la membrana se efectud
con el uso de un dispositivo que sostiene la membrana de manera inclinada
(angulo de 30°), sobre el pedestal del nanodrop y deja un espacio de 1mm entre el
pedestal y la misma, donde se coloca 2 uyl del BP, ademas para asegurar la
humectacion de la muestra se colocan otros 2 pl del BP (1) por encima esta (ver
esquema Fig. 2.5).

Luz azul 475 nm -

Fibra dptica
del Nanodrop

Deteccion de la fluorescencia

Nanodrop® 3300

Fig.2.5. Esquema de la adaptacion experimental sobre el nanodrop para hacer las mediciones

cuantitativas de fluorescencia sobre las membranas.

La cuantificacion se realiza sobre un area de 0,126 mm? que

corresponde a la seccion de la fibra éptica. Esto permite que las mediciones
realizadas bajo esta condicion (Fig. 2.6), sean independientes del volumen de
sembrado.

«— Brazo

Nanodrop® 3300

Fig.2.6. Esquema del procedimiento estandar de medida del equipo (muestras liquidas). A-
Siembra de la muestra sobre el pedestal. B- Apoyo del brazo sobre el pedestal, toma de medida vy
formacién de la columna de liquido de 1 mm de alto. C- Excitacion de la muestra con la longitud de

onda correspondiente y cuantificacion de la emision de fluorescencia.

Para corroborar la independencia de la medicion respecto del volumen

se realiz6 una determinaciéon de fluorescencia con diferentes volimenes de
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muestra, todos superiores a 126 nl que corresponde al volumen de medida de la
fibra optica (0,4 mm didmetro y 1 mm altura). Como se observa en el grafico de la

Fig. 2.7, en todos los casos la fluorescencia medida fue igual.

Fig.2.7. Ensayo de cuantificacion

de fluorescencia con diferentes

volimenes de muestra.

Volumen (ul)

2.5.5. Espectroscopia de Impedancia Electroquimica

La Espectroscopia de Impedancia Electroquimica (EIS) es una técnica
analitica electroquimica no invasiva, que permite profundizar en el estudio de
fenbmenos que ocurren a nivel de interfases. Aplicando una perturbacion senoidal
de potencial eléctrico (V) de frecuencia variable (w) se registra la respuesta en
corriente (i) dentro de una celda electroquimica. El cociente V/i (impedancia: Z)
varia con w en una forma que esta relacionada con las propiedades del material.
Esta técnica tiene la capacidad de segregar varios procesos, tales como la
conduccion 6hmica, transferencia de carga, carga en la interfase, transferencia de
masa, entre otros, que la hace adecuada para sistemas de membrana // electrolito.
Permite la evaluacion de la membrana y la solucion de electrolito, con sus

correspondientes contribuciones al proceso global.

Varias investigaciones han reportado el uso de EIS en |la
caracterizacion de membranas de polimero en las condiciones de trabajo, es decir,
en contacto con soluciones de electrolitos, sobre sistemas compuestos por:

electrodo / solucién // membrana // solucion / electrodo. Los espectros de
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impedancia resultantes son dependientes de la estructura de la membrana [34-36].
Ademas, EIS es una herramienta valiosa que proporciona informacion acerca del
proceso de transporte de iones a través de membranas [37, 38.], y también
permite el analisis cuantitativo y la caracterizacion eléctrica del sistema. Este

ultimo se realiza mediante modelos de circuitos alternos equivalentes [39].

El transporte i6nico a través de los poros de las membranas puede ser
afectado cuando el diametro de estos es comparable con el espesor de la doble
capa eléctrica (EDL), que se puede generar en la superficie interna del poro. Dada
su relaciéon con la fuerza idnica, la EDL o longitud de Debye (k-1), se puede
modificar ajustando la fuerza i6nica () de la solucién de electrolito. Por lo tanto, se
realizaron determinaciones de EIS en diferentes concentraciones de KCI con el
proposito de analizar este efecto. Se analizaron membranas de PC y PET, que
poseen la caracteristica de poseer grupos carboxilos sobre la pared interna de los
conductos, generados durante el proceso de GQ, que le confieren carga (en el

Cap. IV se desarrollara mas sobre EDL).

Las mediciones de EIS fueron realizadas por la Dra. C. Arbeitman,
utilizando un potenciostato AC TEQ (BA, Argentina), de la FFyB UBA. Con este
dispositivo se aplico una diferencia de potencial constante de 50 mV entre dos
electrodos de Pt conectados a hemiceldas y se midié la conductividad resultante
del sistema. Una amplitud de 10 mV de corriente alterna y una senal de
compensacion de polarizacion fueron utilizadas con el objeto de minimizar las
reacciones faradaicas. Uno de los electrodos constituyd el electrodo de trabajo
(W), utilizando el otro como contra electrodo de referencia (R). Las salidas de W y
R se conectaron a un Modulo Analizador de Impedancia TEQ_4Z (Argentina),
desde el cual los datos son transferidos a una computadora para su
almacenamiento y posterior procesamiento (ver Fig. 2.8). Se realizaron barridos de
50 frecuencias diferentes en el rango de 0,1 Hz a 1 Mega Hz. La celda donde se

coloca la muestra esta conformada por dos camaras cilindricas de igual volumen
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y la membrana a caracterizar sujeta entre las mismas. Cada compartimiento

contiene 2 ml de la solucién de electrolito.

Electrodo
de referencia
= Flectrodo
sensor
Confra
electrodo
= Electrodo
de frabajo

Solucion de
Membrana electrolito

Fig.2.8. Dispositivo TEQ (Arg.) utilizado para las mediciones de EIS.

2.6. Resultados y discusion

El proceso de GQ de films de PET irradiados se realiza con una
solucién alcalina de NaOH en un bafio de agua a temperatura controlada. Dado
las variaciones experimentales que pueden existir en la preparacion de
membranas frack-efched, en este Capitulo se ajustaron las condiciones
experimentales para conocer y controlar el tamafio de poro generado. Por un tema
de simplicidad, se utilizdé la FESEM como téecnica de estudio y seguimiento de la
modificacion de las membranas. Se obtuvieron imagenes de la superficie de las
muestras con una magnificacion de hasta 200.000x que permiti6 determinar con

precision la apertura del poro.

2.6.1 Analisis por FESEM

En la Fig. 2.9 se muestran las micrografias correspondientes a PET;
irradiado sin realizar GQ. En la misma puede observarse una superficie de muy

baja rugosidad y sin discontinuidades, en la escala nanométrica.
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ol EHT = 200KV WD = 33mm Mag= 0000KX  Signala=eies [N | A EHT = 300kV WD= 37 mm Mag=H0O00KX  Signoia-sez [

Fig.2.9. Micrografias FESEM de PET; (irradiado con iones Xe y fluencia 7,10" ionesfcmz).

En un primer experimento se realizé el GQ de PET3; segun el protocolo
general, utilizando una baja concentracion de alcali (NaOH 0,25 M), incubando
hasta 40 min a 50°C. Como puede observarse en la Fig. 2.10 se forman poros
irregulares, tanto para las muestra sometidas a pre-tratamiento con UV (c/UV)

como para las sin tratamiento (s/UV).

i BT = 300Ky WO = 37 mem Mng= 20000KX  Signal A= inLens [T ol isi] BHT = 300Ky WD = 3.7 men Mag= 2000OKX  Sgnaia= iniens [

Lol EMT = 2.000v WD = 3.8 mm Mug= 20000 KX Gt A= intens R O i EHT = 3.00kY WO = 3.8mem Mag« 20000K % Sgow A= inbens TR
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EHT = 3.00 kv W= 47 mm Mag =~ 20000K%  Signal A=intons [ER U EHT = 3.00k% WO 3.8 mim Mag = 20000KX  Signal A= inlees [

EHT = 300 kW WO = 38 mm Mag s 20000KX  Signal A= inLens [ Ll L EHT = 3.00k% WD = 38 mm Mage 20000KX  Signal A= inleos [

Fig.2.10. Micrografias FESEM de las membranas producidas por el GQ de PET; irradiado.
Protocolo estandar s/UV (A-D) tiempos de GQ: A- 10 min. B- 20 min. C- 35 min. D- 40 min.
Protocolo estandar c/UV (E-H) tiempo de GQ: E-10 min. F- 20 min. G- 35 min. H- 40 min.

Para mejorar el proceso de GQ se aumento la concentracion de NaOH
a 2 M. La Fig. 2.11 muestra las imagenes FESEM de las membranas obtenidas a
partir de PET,, Para todas las muestras (c/UV - s/UV) se pueden visualizar poros
del orden nanométrico de forma regular, cuyos diametros aumentan conforme lo
hace tiempo de GQ, siendo mayores en el grupo c/UV.

| o mm>

EHT = 200Ky WO = 37 mm Mag=20000KX  Synala=sez [ Lk EHT = 300 1 WD * 37 mm

Mag=20000KX  SignwA=SE? [
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[ oz Fm—— Mag=WIMKX  SgalA=sE2 [ EHT = 200 kv MAag=20000K%  Spmiazser [

Lol EHT = 200KV WO = 33 mm Mag=20000KX  Sgraia=sez [N 2 EHT = 3004w WD= 38 mm Mag= M0.00KX  Signeia=sStz (R

[l EHT = 200k WD = 38 mm Mag=20000KX  Sgnila=sE2 [ Ao EHT = 200sv WE = 18 mm Mag=a0000Kx  Sgela=sez [

EHT = 300KV Mag = 200.00 K X

sguia=sez R | —

EHT = 300k n Mags0000KX  SymaA=sez [l

Fig.2.11. Micrografias FESEM de las membranas producidas por GQ de PET2 irradiado, con
NaOH 2 M; grupo s/UV (A-D), con tiempo de GQ. A- 10 min. B- 20 min. C- 30 min. D- 40 min.
Grupo c/UV (A1-D1), con tiempo de GQ. A1- 10 min. B1- 20 min. C1- 30 min. D1- 40 min.
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Los valores promedio de didmetro de poros, obtenido del analisis
estadistico de las imagenes FESEM, se graficaron en funcion del tiempo de GQ
(ver Fig. 2.12). A partir del grafico se determiné un valor de Vg de 4,5 nm*min™ y
de 13 nm*min™', s/UV y c/UV respectivamente. La V1 se determind de forma
aproximada, empleando el tiempo minimo de GQ al cual se observa transporte
(ver Tabla 2.6), resultando ser =40 nm*min”' (s/UV)y 2 120 nm*min™ cuando se
utiliza el pre-tratamiento con luz UV. Siendo Vr >> Vg en ambas condiciones (c/UV
y s/UV).

Pretrat. Tpo.GQ. | Diametro

o —8— C/uv 2 M NaOH, 50°C uv Membrana (min) (nm)
5521 10 88 +/- 13
T 400 4 $820 20 206 +/- 33
£ Sl 5519 30 352 +/- 51
O ol SS18 40 454 +/- 57
E SS17 66 507 +/- 53

S 200 - 5516 10 0

a NO $515 20 66 +/- 16
100 - S514 30 112 +/- 24
$513 40 159 +/- 5
0 T g y T g $S812 66 370 +/- 57

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)

Fig.2.12. Grafico del diametro de los poros en funcién del tiempo de GQ, para muestras c/UV
(circulo) y s/UV (diamante).

Dado la gran dependencia observada en el GQ con el NaOH, se
decidio estudiar el efecto de la concentracion de este. Para ello se fijaron dos
tiempos de GQ diferentes de acuerdo a que las muestras estén o no pre-tratadas
con UV, por la gran diferencia de Vr.

En la Fig. 2.13 se muestran las micrografias de las membranas
preparadas a partir de PET4, cambiando la concentracion molar de NaOH y un
tiempo de GQ de 25 min y 10 min para las muestras s/UV y c/UV respectivamente.
Se observa la formacién de poros en las muestras s/UV a concentraciones
mayores a 1 M. En cambio para las muestras c/UV se forman poros, aun en la

mas baja concentracion de alcali estudiada.
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e EHT = 200KV WO = 28mm Mag=20000KX  Signl A = intens R EHT = 200w WD = 39 mm Mag=2000KX  Signwa=miens [

| o EHT = 200k WO= 38 mm Mag=BE00 KX SignalA=ilens [ o EHT= 2004V W= 18 mm Mag=2000K%  SipsiA=inlens (OB

EHT = 200KV WD= 18mm Mag=70000KX  SignalA=iiens [ Ll EHT = 200KV WD= 38 mm Mag=20000KX  Signala=iLens [

Aty EMT= 200 WD * 38 mm Mag=20000KX  SignalA=wlans [ RS EHT = 200 v WO = 39 mm Mag= M0 00KK  sgraa=niens [

Fig.2.13. Micrografias FESEM de las membranas producidas por GQ de PET; irradiado, a NaOH
(M) variable. Grupo s/UV a 25 min de GQ (A-D), A- 0,25 M. B- 1 M. C- 2 M. D- 5 M. Grupo c/UV a
10 min de GQ (A1-D1), A1- 0,25M NaOH. B1- 1 M. C1-2 M. D1- 5 M.
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Los valores promedio de los diametros se graficaron en funcién de la
concentracion de alcali (ver Fig. 2.14). Como es de esperar, el diametro de los

poros aumenta con el incremento de la concentraciéon del reactivo

—a— c/UV 10 min, tiempo de GQ
—8— s/UV 25 min, tiempo de GQ ia
500 p Pretrat. Msinkana NaOH | Diametro
. cluv (M) (nm)
E 400 5527 1 26 +/- 7
g 300 =1 5528 2 63 +/- 8
E 5829 5 265 +/- 37
g 200 5832 1 0
NO 5333 2 61 +/- 14
R §834 5 421 +/-34
0

NaOH (M)
Fig.2.14. Grafico de los valores promedio de diametro (+/- SD) de los poros en funcién de la
concentracion del NaOH (M), para el grupo ¢/UV (cuadrado) y s/UV (circulo).

Utilizando el mismo tiempo de incubacion para los respectivos
tratamientos s/UV y c/UV y seleccionando la concentracion 4 M de NaOH (a partir
del experimento anterior), se estudio el efecto de la temperatura de GQ. En la Fig.
2.15A se muestran las micrografias de las membranas obtenidas a partir de PET;.
La temperatura se modifico en un rango de 30 °C a 60 °C en intervalos de 10 °C.

EHT = 20064 W= 34 mm Mag = 100,00 K X Sugral A= bans [

1L T0 EHT= 200KV WO = 34mm Mag = Z00.00 K X Signad A = nLans  [R EHT = 300 K WE= J4mm Mag = 200.00 K 3 gl & =nLens R

(59]



CAPITULO 11

EHT = 2008 WO = 33 m ing = 20000 K X Signal &= inLens [l

EHT = 2.00 bV W= 34 mem Mag = 200.00 K % Signal A= incens [

EHT = 200 ¥a 34 Mg = 20000 K X Signal A = inLens [T

Fig.2.15A. Micrografias FESEM de las membranas obtenidas por GQ de PET, irradiado a NaOH
4M, a temperatura variable y tiempo de GQ de 10 min y 25 min para el grupo c/UV y s/UV
respectivamente. A- 30°C. B- 40°C. C- 50°C. D- 60°C. (A-D s/UV y A1-D1 c/UV)

Como puede observarse en las micrografias solo la condicion a 30 °C
no mostré poros, en todas las demas se observa la presencia de poros regulares
en la superficie de los films. Para todas las muestran el diametro de los poros se
incrementa conforme lo hace temperatura del proceso de GQ. En la Fig. 2.16 los
valores promedio de los diametros fueron graficados en funcion de la temperatura.

4 M NaOH. 50°C
Fiigi] Pretrat. Membrana Temp. Diametro
—a— ¢/UV 10 min, tiempo de GQ. c/uv ("C) {nm)
—8— s5/UV25 min, tiempo de GQ.
= 500 e 565 30 0
£ 400 4 sl $569 40 37 +-8
£ SST71 50 105 +/- 16
© 300 4
E S573 60 188 +/- 28
o 200 1 SS66 30 0
100 4 S570 40 57 +/- 5
NO S572 50 256 +/- 33
0 v T v
20 30 40 50 60 5574 60 535 +/- 106

Temperatura (°C)
Fig.2.16. Gréfico de los valores promedio de diametro de los poros en funcién de la temperatura
del GQ; para el grupo c/UV (circulo) y s/UV (cuadrado).
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Con esta serie de experimentos realizados se obtuvieron suficiente
cantidad de resultados experimentales que permiten obtener membranas con
poros regulares del tamano deseado a partir de films previamente irradiados con
un haz de SHI de energia cercana a 1 Mev/uma.

Cuando se utilizé una concentracion muy baja (0,25 M) de NaOH a
50°C solo se obtienen poros irregulares, inclusive a tiempos de incubacién largos
(40 min). A mayores concentraciones de NaOH se obtuvieron poros regulares,
obteniéndose membranas con poros de diametro desde 25 nm a 500 nm de
acuerdo a las condiciones del GQ. Para todas las variables estudiadas se observo
un efecto directo y proporcional sobre el diametro de los poros.

En la Fig. 2.15B se muestran microscopias FESEM de cortes
transversales que confirman la presencia de nanoconductos a lo largo del poro de
forma cilindrica, como se predijo en la simulacion realizada en el cédigo TRIM
(Cap. I) y una condicion de Vt >>Vg durante el proceso de GQ.

Fig.2.15B. Micrografias electronicas del corte transversal de la membrana PETg con GQ a 2 N
NaOH, ¢/UV, 60°C y 15 minutos de incubacion, a diferentes magnificaciones.

[61]



CAPITULO 11

Dado la diferencia encontrada en la V1 con el pre-tratamiento UV, se
evalué la posibilidad de obtener poros coénicos de una manera sencilla. La
metodologia utilizada actualmente aplica surfactantes y celdas electroquimicas
[19]. Para ello se irradio con luz UV una sola cara de un film de PET durante 1 h.
Posteriormente se realiz6 el GQ con NaOH 2 M, 50°C por 20 min. Las membranas
obtenidas se observaron por FESEM (ver Fig. 2.17).

Cara 1 Cara 2

Fig. 2.17. Microscopia de las membranas obtenidas por pre-tratamiento asimétrico de UV. A-
PET, cara 1, con pre-tratamiento UV 1h, cara 2 no pre-tratada. B- PET, pre-tratado con UV en

ambas caras a 1 h por cara.

Para estimar la formacion de poros conicos, se determind la conicidad
(c) que corresponde a la diferencia de los diametros de un tronco de cono y la

altura (h) del mismo (espesor del film).
= Dl-Dz/h =2r1-r2/h

Tabla 2.2. Tabla con los valores obtenidos de diametros y % de conicidad. A- Pre-tratamiento no
homogéneo. B- Pre-tratamiento homogéneo de luz UV.

Membrana lado 1 lado 2 Conicidad
PET1 {nm) (nm) %
A 109 +/- 16 72 4/-6 0,31
B 105 +/- 18 99 +/- 14 0,05
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Los valores determinados de % de conicidad (Tabla 2.2) muestran que
la geometria de los nanoconductos obtenidos por este tratamiento asimétrico
puede ser mensurable a pesar de estar en el rango de los nandmetrico. Sin
embargo, el grado de conicidad resulta muy pequefio para aplicaciones
tecnoldgicas, aunque es posible realizar una optimizacion.

2.6.2. Analisis por FTIR-AR

Con el propésito de identificar las modificaciones quimicas producidas
en el PET irradiado por el GQ se aplico la técnica de FTIR-ATR. Esta técnica ha
sido utilizada en numerosos trabajos para mostrar los cambios producidos por los
diferentes tipos de irradiaciones (de distinta naturaleza) sobre la composicion
quimica del PET, por ej. con irradiacion gamma [40], electrones acelerados [41] y
diferentes iones acelerados; como '?C [42], ®%Kr [43], "Li [44], e iones ""Ag [45].
En consecuencia, cualquier modificacion, aparicion o supresion de sefiales
espectrales se relaciona directamente con cambios quimicos estructurales en las
moléculas, mientras que cambios en la intensidad de absorbancia proveen
informacién cuantitativa acerca de las modificaciones quimicas producidas [46].

Se realizaron espectros FTIR-ATR de PET pristino (PET,), PET
irradiado (PET;) y el PET con GQ (PETg) como se describio en My M. En la Fig.
2.18 se superponen los espectros obtenidos, para las diferentes muestras
analizadas.

0.5 -

Abs. (-)

3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm™”

Fig.2.18. Espectro FTIR-ATR de las muestras PETg, PET|y PETg
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Como se observa en la Fig. 2.18 el espectro del PETp contiene una gran
cantidad de picos, los cuales coinciden con los reportados en bibliografia [46,47].
Los mas importantes se destacan en la Tabla 2.3. Al comparar los espectros del
PETe, PET, y PETg no se observan diferencias significativas entre ellos, no
detectandose variaciones importantes de corrimiento o intensidad de los picos

presentes ni aparicion o supresion de los mismos.

Tabla. 2.3. Picos caracteristicos del PET, presentes en el espectro de FTIR-ATR.

Long. de onda Asignacion

(cm-1)

730 Vibracion planar de los dos C=0, sustituidos en el anillo aromatico.
Vibracién de los dos pares de H adyacentes a los anillos

870 aromaticos.
980 Estiramiento del O-CH2 , del etilenglicol.
1238 Estiramiento del C(0)-O, del grupo ester.
1615
1470 Estiramiento del esqueleto aromatico.
1430
1409
1715 Estiramiento del grupo C=0.
2910 Estiramiento alifatico del C-H.
2972 Estiramiento aromético del C-H.
3432 Estiramiento del O-H.

El bajo grado de modificacion del polimero por la baja fluencia de
irradiacion de la muestra (10’ iones/cm?) es la responsable de la muy baja
cantidad de modificaciones quimicas presentes. Las mismas se encuentran por
debajo del limite de sensibilidad de la técnica. En literatura se describe que es
necesario una fluencia = a 10" iones/cm? para observar modificaciones por esta
técnica [43,44]. Sin embargo, esa fluencia no permite hacer estudios de GQ vy

modificaciones quimicas acopladas por destruccién del material.

2.6.3. Analisis por CTM

[64]
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Un estudio funcional de los conductos (o poros) de las membranas se
realiz6 evaluando el transporte de moléculas a través de estos, determinando
cinéticas de transporte de masa (CTM). El sistema tradicional de andlisis del
transporte de solutos se basa en el uso de un tubo en forma de U (conformado por
dos ramas que se conectan entre si). EIl mismo requiere de volumenes en el orden
de los mililitros, secciones considerables de membrana (cm?) que se ubica entre
ambas ramas de tubo y deteccién off-line [48-50]. En el caso de evaluar CMT de
proteinas se requieren de varios miligramos de proteina por experimento [51]. En
este trabajo se utilizé para el estudio de CTM un sistema de microceldas descripto
previamente, denominado MCD, que utiliza deteccion fluorescente in situ.

Previo al analisis de las membranas de PET preparadas anteriormente,
se evalud el sistema de MCD, para descartar posibles errores de deteccion por
fotoblanqueo (Photobleaching).

El fotoblanqueo corresponde a la disminucion de la fluorescencia por la
exposicion continia a la luz. Tres concentraciones de Fluoresceina fueron
medidas 20 veces de manera continia en el Nanodrop 3300. Este numero de
repeticiones corresponde a la cantidad de determinaciones a realizar en un

experimento de CTM (ver Fig. 2.19).

—@— Concentracion alta Fluoreceina
40000 - O Concentracion media de Fluoresceina
—~w— Concentracion baja de Fluoresceina

30000 { @00 0000000000000 0

RFU (-)

20000
¢0000000000000000000 Fig. 2.19. Ensayo de Blanqueamiento, para

10000 - - - :
TEYTEY Y VYN Y VY tres soluciones de fluoresceina. ® 0,7 pM. o

0 . . . : 0,37 uyM. ¥ 0,22 pM.
0 5 10 15 20
Numero de medidas

En el grafico de la Fig. 2.19 se muestra la evolucion de la fluorescencia
(unidades relativas de fluorescencia - RFU). En todos los casos las RFU se
mantienen relativamente constantes durante la totalidad del ensayo, con una

reduccion de 1%, 3% y 7% de las RFU iniciales para Fluoresceina de alta, media y
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baja concentracién. La baja energia de excitacion del LED y el reducido tiempo de
exposicion, de 2-10 s para cada adquisicion de fluorescencia, producen un bajo
efecto de fotoblanqueo. Se puede considerar, sin tener un error apreciable, que el
fotoblanqueamiento no afectara significativamente los resultados de CTM.

El ensayo de CTM se realiz6 con membranas comerciales de PC, de
diferentes diametros de poro de: 10, 30, 50 y 80 nm, (denominadas M10, M30,
M50 y M80, respectivamente) utilizando Fluoresceina. Las membranas M80 tienen
una fluencia de 4,108 poros/cm? y 6,108 poros/cm? las restantes. El espesor de las
mismas es de 6 pm. Las muestras fueron pre-acondicionadas en KCI 0,1 M previo
al estudio de CTM.

En la Fig. 2.20 se muestra la estructura quimica y propiedades opticas
de la Fluoresceina. En la Fig. 2.21 la curva de calibracion de la Fluoresceina en

funcion de la concentracion.

0,05 35000
absorbancia

- 30000
0,04 { ——cmision

25000

0,03 4 L 20000

Abs. (-)

I 15000

0,02
- 10000

Fluoresceina sddica

0,01
I 5000

0
390 410 430 450 470 490 510 530 550 570 590

Long. de onda (nm)

Fig. 2.20. Estructura molecular y espectro de absorcién y de emisién de la Fluoresceina sdédica.

Absorbe luz a una longitud de onda max en 495 nm y emision en 515 nm.

60000 4

y=44,579 - 3,9817
40000 - R'=0,992

RFU(?)

20000

Fig. 2.21. Curva de calibracion de

Fluoresceina.

0 400 800 1200
Fluoresceina (nM)
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La regresion lineal de la curva (Fig. 2.21) y el volumen de medida

tedrico del Nanodrop (126 nl) permiti6 establecer la relacion RFU/masa de

Fluoresceina. La misma se utilizo en la conversion de los valores de RFU a masa.

| 20948 RFU = 5,92E-14 moles ﬂuoresceinal

Los resultados de las CTM sobre las membranas PC se representan en la

Fig. 2.22. Las curvas fueron corregidas por un factor de area de transporte, debido

a las diferentes fluencias (poros/cm?) entre membranas (la correccion se realizo en

base la fluencia determinada experimentalmente por FESEM, ver Tabla 2.4).

Tabla 2.4. Valores de fluencia obtenida por microfotografias FESEM y factor de correccién por

fluencia normalizada.

Membrana PC

Fluencia
(n® poros/cm’)

Factor de correccion
por Fluencia normalizada

M10 9,6 +/- 2,4 x 10° 1,0
M30 7,9 +/-2x10° 1,2
M50 8,1+/-2,7x10° 1,2
M80 6+/- 1,7x10° 1,6

Fig. 2.22. Ensayos de CTM. Se
representa el transporte de moles/mm? de

fluoresceina transportada en funcion del

tiempo.

Transporte fluoresceina (moles/mm?)

Tiempo (min)

La CTM se obtiene de la pendiente inicial de la curva. El analisis de

estos resultados (Tabla 2.5) se realizé por comparacion con los diametros de poro

obtenidos por FESEM y por Porosimetria de Desplazamiento Liquido-Liquido

(LLDP) (realizado por el Dr. Ochoa en la Universidad Nacional de San Luis).
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Tabla 2.5. Didametro de poros determinado por FESEM e LLDP y pendientes de

correspondientes.

FESEM LLDP Pendiente
Membrana PC | Diametro de poro (nm) | Diametro de poro (nm) | (moles/mm?)
M10 24 +/- 3 9+/-0,6 2,61E-15
M30 32+/-9 30 +/-1,7 6,40E-15
M50 75 +/- 6 43 +/-0,5 6,65E-15
M80 106 +/- 10 73 +/-1.3 1,20E-14

CT™M

Como se observa en la Tabla 2.5 la pendiente incrementa conforme lo
hace el diametro de poro de la membrana, tanto para FESEM como para LLDP,
como se esperaba. Asimismo, se observa que los valores de las pendientes
obtenidos para M30 y M50 son muy préximos entre si, a pesar de existir una gran
diferencia en sus didametros por ambas técnicas. Para intentar un analisis mas
profundo se correlacionaron los diametros obtenidos con la pendiente de CTM en
la Fig. 2.23.

1.4e-14 A
@ FESEM
O LLDbP

1.2e-14 1
1.0e-14 1
8.0e-15
6.0e-15 1

4.0e-15

Pendiente (moles,’mmz)

2.0e-15 -

0.0 T T T T
0 20 40 60 80

Diametro (nm)

100

Fig. 2.23. Pendiente de CTM con Fluoresceina en funcion del diametro determinado por la técnica
de e FESEM y o LLDP.

Como se observa en la Fig. 2.23 la curva para LLDP se ajusta mejor por
regresion lineal (R? =0,933) respecto de la obtenida con los datos de FESEM (R*=
0,77). Esta peor correlacion con los datos de microscopia pueden explicarse en
base a que por FESEM obtenemos un dato de la “apertura” del poro en la
superficie de la membrana. Adicionalmente la determinacion de LLDP se realiza
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en estado liquido, al igual que la del ensayo de CTM. En este medio los polimeros
pueden presentar una superficie hidratada por el solvente en el interior de los

conductos.

El ensayo de CTM utilizando la proteina GFP de 26,9 kDa (Fig. 2.24) se
realizé sobre las mismas membranas PC. Las membranas se pre-acondicionaron
en HO (d) y las curvas de CTM obtenidas se presentan en la Fig. 2.25. Para
poder convertir los valores de RFU a masa de GFP se utilizo la relacion RFU/masa
de 19629 RFU = 1,16E-13 moles GFP (esta relacion fue realizada mediante la
determinacion de la concentracion por Bradford, datos no mostrados, vy

considerando el volumen tedrico de medida del Nanodrop (126 nl)).

50000 7 _Alfa hélice
04 | === phsorbancia g) Estructura
L L polipeptidica
Emision 40000 Barril Beta Hoja Beta
03 1 - ~40 A .
ol F 30000 o structura
e i polipeptidica alfa
8 02 o
= - 20000
w1 I 10000
0 v T 0 -~y
390 425 460 495 530 565 600 - P 4

Ser 65

Long. de onda (nm) Croméfora

Fig. 2.24. Espectro, estructura molecular y del cromdforo, de la proteina GFP.
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Fig. 2.25. Cinética de transporte de GFP utilizando las membranas comerciales de PC.
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Como puede observarse en la Fig. 2.25 para todas las membranas de
PC se detecta un retraso inicial en las curvas de CTM, por ej. para M80 es de
aproximadamente 4 min. De los graficos de CTM se obtuvo la pendiente inicial,
resultando M80 la de mayor transporte, con una pendiente de 1,67E-15 moles
GFP/mm?. Las membranas de menor tamario de poro no mostraron transporte en
la escala de tiempo estudiada y concentracion inicial del analito usado. En
principio esto se debe a la diferencia de tamafio entre ambas moléculas, siendo la
GFP de mucho mayor tamafio que la Fluoresceina. Sin embargo para poder hacer
una comparacion mas realista deberian haberse realizado ambos experimentos a

la misma concentracion molar.

Para descartar la reduccion del transporte por obstruccion de los
conductos por adsorcion de solutos se realizd6 un Ensayo de Adsorcion
Inespecifica de ambos solutos como se detalld previamente. Para poder
cuantificar los solutos en la membrana se utilizd la relacion RFU/masa de
Fluoresceina considerando la regresion lineal de la curva de Fluoresceina (Fig.
2.20) y la establecida para GFP.

Los resultados se expresan en moles adsorbidos (normalizados por la
cantidad inicial) en funcion de la superficie de adsorcion (Sa4s) de cada membrana,
los calculos se realizaron tomando el area de medida de la fibra c')pitilc:a=0,‘l26mm2
y los valores de fluencia determinados por FESEM y del diametro de poro

determinado por LLDP. Los resultados se exponen en la Fig. 2.26.

Sads. = 2*Ar€amembrana — 2 Area poros + Ar€aconducto * Fluencia

Area poros- Area poro (1 * r*) * Fluencia (n°poros/cm2)

o0 O
o

% Area conducto= " I * h*
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Fig. 2.26. Adsorcién inespecifica de Fluoresceina y de GFP sobre las membranas.

Los resultados de la Fig. 2.26 muestran que los moles incrementan
proporcional a la Sags para las membranas M10, M30 y M50. La membrana M80,
resultd tener el menor valor de moles adsorbidos de GFP. Mientras que para
Fluoresceina la adsorciéon fue minima en todos los casos, M50 presenta una
mayor adsorcién respecto al resto de membranas, sin embargo la cantidad es
despreciable comparada a la adsorcion de GFP. Asimismo la S.qs aumenta
conforme lo hace el diametro (ver Tabla junto al grafico). Los resultados obtenidos,
de bajo transporte para GFP (ver Fig. 2.25) en las membranas M10, M30 y M50
podria deberse a la adsorcidon inespecifica de la proteina y obstruccion de los

nanoconductos.

La concentracion del analito en el reservorio puede ser un factor
influyente de la CTM. En el siguiente experimento se ensayd la CTM con distintas
concentraciones iniciales de GFP en la membrana M80. La metodologia de trabajo
fue la misma que se describié en el ensayo anterior (transporte de GFP) y los
resultados se presentan como la cinética de transporte (RFU/min) en funcién de la
concentracion de GFP, ver Fig. 2.27.
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En el gréfico de la Fig. 2.27 se observa una relaciéon directamente
proporcional entre el transporte y la concentraciéon inicial de GFP. Este

comportamiento es el esperado para una difusién libre dentro del nanoconducto
[46].

La evaluacion de CTM para las membranas PET se realizd pre-
acondicionando las muestras en H>O (d) y empleando una solucion de
Fluoresceina, en la celda donora, en la concentracion indicada segun el protocolo
descripto previamente. En la Tabla 2.6 se detallan las muestras analizadas y los
resultados de las CTM. Ademas se incluyen las condiciones de GQ utilizadas en la
preparacion de cada membrana.

Tabla 2.6. Tabla con los datos de las membranas PET analizadas por CTM.

ﬁ'z:ﬂgfa:: PET Tem;?atura NaOH (N) TieGn?po P’“‘"’Sﬂia“ié“ Dié(r::‘}r°1 ':;;‘l’]'f;::: R?
°C) (min)
ss13 PET, 50 2 40 NO 159 +/- 5 10 0,9922
§512 PET, 50 2 66 NO 370 +/- 57 77 0,9901
ss21 PET, 50 2 10 si 88 +1- 12 13 0,982
589 PET, 60 2 10 si 98 +/- 12 103 0,9996
ss71 PET, 50 4 10 S| 105 +/- 16 65 0,9914
SS73 PET, 60 4 10 si 188 +/- 28 334 0,9842
$590 PET, 60 3 10 sI 209 +/- 7 337 0,9988

'Determinado por FESEM; “Para Fluoresceina en BP (1), intervalo de tiempo 2 min y lectura en
515 nm.
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En la Fig. 2.28 se presenta como ejemplo una de las curvas obtenidas

con la membrana SS89.
Al analizar la Tabla 2.6 se realizan las siguientes observaciones:

El comportamiento del transporte se ve afectado por la temperatura del

1.
proceso de GQ. Esto se debe al efecto de la temperatura sobre el diametro final

de los nanoconductos, como se observa por FESEM.

2. La CTM de las membranas preparadas a 60°C (SS73, SS89 y SS90) fueron
las que mostraron los mayores valores de CTM, incluso mayor transporte
respecto de otras de mayor diametro de poro preparadas a menor temperatura

(SS73y SS12).

3. El transporte en membranas producidas con pre-tratamiento UV es mayor

respecto de las que no recibieron este pre-tratamiento.

4000 4

RFU (+)

20 30

0 10
Tiempo (min)

Fig. 2.28. Ejemplo de CTM usando Fluoresceina en la membrana SS89.

Para estudiar si un gradiente idnico puede afectar las CTM, la

membrana SS12 (pre-acondicionada en HxOq4 (d)) fue estudiada con Fluoresceina
0,47 uyM en BP (1) + NaCl (0,1; 0,5 y 1 M) como iones acompariantes. La celda

aceptora se llen6 con BP (1), ver Fig. 2.29.
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Fig. 2.29. Grafico de la cinética de transporte a distintas fuerzas ionicas, en la celda dadora.

Como puede observarse en la Fig. 2.29 la CTM de la membrana SS12
(diametro 370 +/- 57 nm) aumenta inicialmente conforme lo hace la fuerza i6nica
en la celda dadora; incrementando de 77 RFU/min (sin NaCl) a 390 RFU/min (1 M
NaCl), como se detalla en la Tabla adjunta al grafico. También es notorio en el
grafico que en los primeros 3 minutos iniciales, para las condiciones con NaCl, se
observa un retraso en el transporte. Esto puede deberse a un efecto de osmosis
entre ambas celdas; mientras que después de los primero 20 min de difusion, las

pendientes de todas las condiciones se igualan.

Los resultados obtenidos en los ensayos de CTM indican que el
dispositivo MCD empleado es una herramienta Gtil para evaluar el transporte sobre
de poros perfectos. A través de CTM es posible distinguir membranas de
diferentes diametros de poro. Sin embargo es necesario mantener todas las otras
variables fijas y constantes para evitar falsas interpretaciones.

Esta técnica tiene requerimientos minimos de area de membrana (0,3
cm?), bajo volumen de llenado de celdas (ul), baja concentracion de analito y
analisis en el término de minutos. Como limitaciones se puede citar la
imposibilidad de determinar coeficientes de difusion, ya que el sistema no cumple
con los requerimientos de la ley de Fick (control de la temperatura,

homogenizacion del sistema y concentracion constante de la celda donora (C=)
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[62]. Este estudio permitic establecer una temperatura 6ptima de GQ (60°C) para

la preparacion de membranas PET, a la cual se obtiene un 6ptimo transporte.

2.6.4. Analisis por EIS

Se realizo el estudio de impedancia del sistema celda-membrana, con
el fin de caracterizar el proceso de transporte de iones a través de las membranas
PC comerciales y las PET preparadas en este Capitulo. Previamente, se realizo el
ajuste de las condiciones experimentales empleando membranas PC (M10, M30,
M50 y M80). Las mediciones se efectuaron sobre muestras, de seccion 1 x 1 cm,
previamente pre-acondicionadas 24 h con KCI, a diferentes concentraciones (0,1M
y 10 E-5M). La concentracion de electrolito en las hemiceldas durante la EIS fue
de 10 E-5 M KCI. Los resultados se muestran en la Fig. 2.30.

preacondicionamiento KCI . KCI0,1M
a) 600 - : b) preacondicionamiento KCl. KCI1E5M
—
| | i T
500k « 1l]nm% . 151 » 10nm | |
. : v
| o 30nm | e 0rm *
400H = 5ﬁnml . | d ¢ 50nm . '..‘l
| o 80nm | | 2 ] ¢ 80rm ¢ & @
g aolF—— . = W0 EAKIR
E LR
E ‘5, ~N . » -
N 200 1 __p® i AR .1!
o 05F * Y e g
100}——o=21 - ‘ Y. F A
/ : ¢ 3 ( (
0+ T 0,0+ *’ T | o R ] 1
m . | " | i 1 " ] i
9 I o 1 2 3 4 5 6
Zrea kO
Zred M

Fig. 2.30. Grafico de Nyquist correspondiente a las mediciones de EIS de las membranas PC. a-

pre-acondicionadas con KCI 0,1M- b- pre-acondicionadas con KCI 1 E-5 M.

En el grafico de Nyquist (Zin VS. Zea) de la Fig. 2.30.a se muestran las
curvas de impedancia correspondientes a las membranas PC de diferentes
diametros pre-acondicionadas a alta fuerza iénica (10" M KCI). Como se observa,
en esta condicion el comportamiento del sistema respecto a su impedancia es el

mismo para todos los diametros de poro, y no es posible diferenciar entre las

[75]
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distintas muestras. Mientras que al pre-acondicionar con KCI a baja fuerza idnica
(10° M) Fig. 2.30.b, se obtuvo una significativa diferencia entre los diametros de
poro. Secciones transversales mayores tienen resistencias menores, y fue posible
la distincion entre membranas. Estos resultados muestran que para el KCl se
observa la dependencia de los valores de impedancia con la concentracion de
electrolito utilizada. El corrimiento de la componente real de la impedancia del
sistema hacia el rango de los mega ohms, cuando disminuye la concentracion de
KCI en las hemiceldas, puede ser atribuida a la dependencia de la cinética de
llenado capilar de los poros con el electrolito [35].

Adicionalmente, se verifica que a bajas fuerzas ionicas los espectros
EIS estan conformados por un semicirculo poco definido en la region de altas
frecuencias; mientras que a frecuencias bajas la curva de impedancia presenta
una pendiente mayor a 45° lo cual se corresponde con la recta de impedancia
Warburg (Zy) asociada a procesos de transferencia de masa por difusién [53]. El
valor de Z.a en el cual el espectro de impedancia pasa por Zn, = 0 define la
resistencia del sistema [54, 55].

En conclusion, a partir de determinaciones EIS fue posible determinar
por un lado, informacién cualitativa acerca del transporte i6nico a través de las
membranas porosas, considerando que para la region de bajas frecuencias, una
curva de tipo Zyw se correlaciona con un proceso controlado por difusion. Ademas,
a través de los graficos de Nyquist se puede determinar cuantitativamente la
magnitud de la resistencia del sistema, ver Tabla 2.7.

Tabla. 2.7. Determinacion de las resistencias del sistema, en membranas PC.

RESISTENCIAS SISTEMA MEMBRANAS PC [KQ]

Membrana [ mi0 | M0 | M50 | M80
Hemicelda con KCI 1 x10°M
Pre-acondic. KCI 0,1 M 0,2+0.03 0,2+0.02 0,3+£0.02 0,3+0.03

Pre-acondic. KCI 1 x 10 °M 3500 = 150 3480 £ 130 2900 £ 100 2100 = 100

Una vez ajustada la técnica se procedio a realizar determinaciones EIS
en las membranas PET. Se evaluaron las membranas SS179 y SS191 (de GQ a
NaOH 2 N, 60°C, c/UV, 15 y 25 min de GQ, respectivamente). El diametro de poro
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fue determinado por FESEM, resultando ser de 199 +/- 15 y 323 +/- 13 nm,
respectivamente. Mientras que la fluencia correspondiente de las membranas es
de 1E+9 poros/cm® (SS179) y de 3E+8 poros/cm? (SS191). Las mediciones EIS
fueron realizadas como se describié anteriormente, utilizado KCI 1E-5 M en la pre-
incubacion y en las hemiceldas. Para realizar una comparacion se incluyo la curva
de la muestra M80, de fluencia 6E+8 poros!cmz, pre-acondicionada también en

KCI 1E-5M. Los resultados se muestran en la Fig. 2.31.

pre-acondicionamiento KCI 1E-5 M. KCI 1E-5 M en hemicelda

30 -
i - M80 | »
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Fig. 2.31. Grafico de Nyquist correspondiente a las mediciones de EIS de membranas pre-
acondicionada con KCI 1 E-5 M. PET SS179 (cuadrado violeta =), SS191 (cuadrado rojo =) y PC

M80 (circulo vacio ©).

Como puede observarse en la Fig. 2.31 las membranas PET tienen un
comportamiento mas resistivo que la membrana PC M80. El incremento del tiempo
de proceso se asocia a un mayor diametro de poro, este produce un aumento de
los valores de impedancia. La densidad de carga superficial aumenta con el
diametro de poro conforme lo hace el area lateral del nanoconducto: mayores
diametros resultan en una mayor area lateral, por lo tanto la membrana SS191

tienen un comportamiento resistivo alto.

[77]



CAPITULO 11

De los resultados obtenidos con las técnicas de CTM y EIS se pueden

extraer las siguientes conclusiones.

1) Ambas técnicas permitieron caracterizar la funcionalidad de los conductos.

Asimismo se verifica que los conductos se encuentran libres al transporte
de analitos.

La EIS permitid evaluar el efecto de la concentracion del electrolito en el
transporte a través de nanoconductos. Para altas concentraciones de
electrolito, el transporte idnico es menos afectado por las caracteristicas
del poro. Los efectos sobre el transporte a través de las membranas son
mas pronunciados cuando el EDL comienza a ser comparable con la
seccion transversal de los nanoconductos. A baja fuerza idnica (KCIl 1 E-5
M) la EDL solapa los poros de 10, 30 y 50 nm y ocupa gran porcentaje de la
seccion transversal del poro de 80 nm. La seccién eficaz para el transporte
se encuentra disminuida lo que justifica el aumento de la resistencia que se

observa, permitiendo distinguir entre los diferentes diametros.

3) Manipulando la fuerza idnica, mediante EIS se pudo discriminar entre

diametros de los nanoconductos cuando el EDL formada dentro de los
mismos se superpone con su seccion transversal.
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3. Introduccion

La obtencion de membranas track-efched funcionales a través de la
modificacion de sus poros o nanoconductos, puede realizarse a través de
diferentes metodologias.

En este Capitulo, se describen técnicas de modificacion de polimeros
que pueden ser aplicadas a la modificacion de membranas. Se seleccionaron
solamente aquellas basadas en la polimerizacion por injerto, dada la alta densidad
de modificacién lograda por estas técnicas. Seguidamente, se detalla la
metodologia experimental de las técnicas seleccionadas, resultados obtenidos y
caracterizacion de las modificaciones.

3.1 Modificacion quimica por injerto: Generalidades

Films o membranas poliméricas pueden ser modificadas por
polimerizacion de injerto. Existen diferentes técnicas que difieren en la generacion
de los radicales libres que inician la polimerizacién. A continuacién se enumeran
las mas importantes:

(//
= Tratamiento Quimico. * Injerto Simultaneo radioinducido.
= Ozonificacién. = Polimerizacién por injerto por pre-irradiacion.

* Foto polimerizacion por injerto (hv). = Polimerizacion por injerto Via radicales

remanentes.
.

La introduccidon de un injerto de polimero a partir de mondémeros
hidrofilicos, por ej. acrilatos, proporciona gran cantidad de grupos funcionales
accesibles para reacciones quimicas de derivatizacion, acoplamiento de ligandos
funcionales, o mejoramiento del recubrimiento superficial. A continuacién se

detallan las técnicas mas empleadas para la modificacion quimica por injerto.

3.1.1. Polimerizacién iniciada por agentes quimicos
[87]
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La polimerizacion iniciada por quimicos puede suceder via radicalaria o
i6bnica. La presencia de un iniciador determinara la via del proceso. En la primera,
los radicales libres generados por un iniciador, son transferidos al polimero base
para reaccionar con el monémero y lograr el injerto; un iniciador muy utilizado en
esta via es el persulfato [1]. Aunque también pueden generarse radicales
directamente sobre el polimero por oxidacion con metales de transicién, como por
ejemplo, Ce™, Cr*®, V** y Co™. Otro mecanismo similar, es el de la polimerizacion
radicalaria por ftransferencia atomica (ATRP: Atom Transfer Radical
Polimerization), en este caso se requiere de la presencia de un halogenuro de

alquilo, que puede ser externo o pertenecer al polimero [2].
3.1.2. Polimerizacion iniciada por ozonificacion

En este método se utiliza un pretratamiento con ozono para crear
hidroperdxidos por oxidacion sobre el polimero. Estos son estables a temperatura
ambiente pero se descomponen al incrementar la temperatura, produciendo
radicales que son el punto de inicio de una polimerizacién. Una de las variables
del proceso es el tiempo de pretratamiento con ozono. Se han reportado varios
trabajos donde se aplica esta técnica en la modificacion de fibras de PP con
diversos monémeros, como por ejemplo, glicidil metacrilato (GMA) [3-6], acido
metacrilico (AM) y sus derivados [7,8], hidroxietii metacrilato (HEMA) [9] vy
dietilenglicol metacrilato (DEGMA) [9].

3.1.3. Fotopolimerizacion

En este proceso la polimerizaciéon se inicia mediante radicales libres
generados por la descomposicion de moléculas fotosensibles al absorber luz. El
grupo fotosensible puede ser propio del polimero o bien externo [10].
Tradicionalmente el iniciador es externo y es denominado fotoiniciador. Entre los
mas usados se encuentran la bezofenona, benzoin etil éter, 2,7 sulfato de
antraquinona y xantona, entre otros. Al exponerlos a luz UV los radicales

generados difunden hacia el polimero captando H y provocando asi la formacion
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de radicales libres sobre la macromolécula, que inician la polimerizacion por injerto

[1].
3.1.4. Polimerizacion radioinducida

En este método el material polimérico es irradiado junto al monémero (que
puede estar en forma liquida, solucion o vapor) con radiacion ionizante. La
radiacion ionizante (Rayos X, y o electrones acelerados) generan radicales libres
en toda la muestra irradiada. La irradiacion puede realizarse sobre una atmosfera
de N, vacio o aire. En esta ultima se favorece la formacion de peroxidos.
Asimismo el método es independiente de la temperatura y de la estructura

molecular. El mecanismo general de reaccién se muestra a continuacion.

Irradiacion: P —x- P+ (radicales primarios)

Iniciacion: P+ +M — PM-

Propagacion: PM+ + nM — PM,.:¢ (polimerizacion)

Terminacién: PMs,+ PMe,, — PMpsnm
Aunque también puede producirse, en ciertas condiciones, recombinacion del
polimero y homopolimerizacion del monomero:

Pe+ P+ — PP (recombinacion)

Me + nM— Ms,

Me,+ My, — M. (homopolimero)

Una de las limitaciones del método es la formacion de homopolimero, debido a la
gran cantidad de radicales libres de mondmero formado. Una estrategia para
inhibir este fenémeno consiste en adicionar sal de Morh o sales de Fe®" o Cu?,
que secuestran los radicales libres de la solucion.

3.1.5. Polimerizacion inducida por pre-irradiacion

Se basa en la generacion de radicales libres a través de radiacion
ionizante sobre el polimero base. Si la irradiacion se hace en vacio o atmosfera
inerte se generan radicales del polimero (que son muy inestables). Si se realiza en
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aire u oxigeno se generaran radicales peroxidos un poco mas estables.
Posteriormente el polimero es incubado con el mondémero (que puede estar en
forma liquida, vapor o en solucion) para producir la polimerizacion al aumentar la
temperatura. Una ventaja frente al método simultdneo es la ausencia de
homopolimero, dado que los radicales solo se producen sobre el polimero. Sin
embargo la irradiacion directa puede degradar al material, modificando las

propiedades del mismo [1].
3.1.6. Polimerizacion via radicales remanentes

En este método el inicio de la polimerizacidon proviene de radicales
libres que fueron formados durante el bombardeo con SHI y localizados sobre la
traza (zona nucleo y penumbra). En el caso realizar un GQ, los mismos quedaran
al descubierto en la zona de penumbra. A diferencia de la modificacion por
radioinjerto (simultaneo), en esta técnica la modificacién es sitio-especifica. Por el
contrario, el alto poder de penetracion de los rayos ¥, produce radicales en todo el
volumen del polimero produciendo una polimerizacién masiva [11].

El mecanismo de reaccion es similar al proceso de polimerizacion por
injerto radio inducido.

. _ . SHI 0 G.Q _ L
Formacion de radicales libres: P ——— P+ (radicales primarios)
Iniciaciéon: P+ + M — PM- (injerto)

Propagacion: PMe« + nM — PMx+ (injerto en crecimiento)
Terminacion: PMes,+ PM+y, — PM;+«m (copolimerizacion)

En la actualidad existen trabajos donde se describe la modificacion de
laminas de polimeros por esta via, como por ej. laminas de PVDF con injertos de
estireno [12], o con metil metacrilato [13] y de laminas de perfluoropolimero (FEP)
con acido metacrilico [14]. Sin embargo no ha sio posible la modificcion de
membranas PET por esta técnica.
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A continuacion se esquematizan, a modo interpretativo, las diferentes
densidades de modificacion alcanzadas por las distintas técnicas de

polimerizacion por injerto (ver Fig. 3.1)

Agente quimico pu
—_—p &
. -e00
—800
hv/ UV 00
Tomsro, | X
&
i Ozonificacion / Og
+ ] >

. Radiacion ionizante
Monémero

A J

Polimero

Pre-irradiacion

Y

.
Pty

SHI/ Via radicales remanentes
.

Ciipegese Traza lonica

Fig. 3.1. Representacion de las densidades de modificaciéon, alcanzadas por las diferentes

técnicas.

La eleccion de la técnica de modificacion dependera del objetivo
deseado. Aplicado en membranas poliméricas se podrian obtener poros
modificados con propiedades superficiales y con selectividad mejoradas,
confiriendoles nuevas funcionalidades y al mismo tiempo se preserva la estructura
macroporosa del polimero.

Desde hace mas de dos décadas existe interés en producir membranas
de polimero con poros “inteligentes” que respondan a algun fenémeno fisico-
quimico; o bien con otras aplicaciones especificas en el campo de la biologia y
biotecnologia, ademas de sus propiedades de separacion sodlido/liquido. Es
importante resaltar que para obtener una funcionalidad se requiere tener un
control estricto de la modificacion interna de los poros.

Las membranas poliméricas track-etched o de poros perfectos son un
tipo especial de membranas donde los conductos se construyen 'uno a uno' por

bombardeo de films poliméricos con SHI y posterior exposicion a GQ, donde se
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produce la degradacion de la traza generada por la irradiacion y formacion de los
conductos, como se describi6 ampliamente en el Cap. Il. Dentro de las ventajas
del proceso de produccion de estas membranas se encuentra: el manejo del
diametro de poro, desde unos pocos nanometros hasta el micrén, la forma del
conducto y el nimero de poros por area [15].

Actualmente, existen productos comerciales con diferentes
aplicaciones, como por ej., separacion de ceélulas, control de particulas de aire,
etc., como se describi6 en el Cap. |. Ademas se han descripto aplicaciones
novedosas como la preparacion de sensores especiales [16] y en cultivo de
neuronas [17].

Respecto a la modificacion de estas membranas, la mayoria de los
trabajos publicados corresponden a la funcionalizacion quimica por la via
tradicional de polimeros, mediante procedimientos de quimica humeda. Las
paredes internas de estas membranas de PC o PET contienen grupos
carboxilicos, que provienen de la degradacion quimica por el GQ de la traza. Estos
grupos pueden ser modificados selectivamente mediante reacciones quimicas
clasicas [18-20]. Sin embargo, se requieren de reactivos quimicos especificos,
varios pasos de reaccion y se generan una gran cantidad de subproductos.

En cuanto a la modificacion por polimerizacion por injerto, se
encuentran descriptas en la literatura la modificacion de PET mediante
ozonificacion [21] y fotopolimerizacion iniciada por benzofenona y luz UV [22]. Sin
embargo estas técnicas modifican toda la superficie disponible (poros + superficie
de la membrana) y una limitada modificacion del interior de los conductos por la
reducida accesibilidad del tratamiento.

Otros polimeros, como el PVDF, han sido modificados por
polimerizacion por injerto simultaneo radioinducido [23]. En este caso, como se
describié anteriormente, se obtiene una modificacion masiva. El injerto excesivo
de la superficie exterior llega a bloquear los conductos.

La polimerizacion via radicales remanentes ha sido descripta para la
modificacion de PP y PVDF [24], siendo esta la técnica mas sitio-especifica para la

modificacion de los conductos. Sin embargo, para que esto suceda debe existir
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una cantidad de radicales remanentes suficientes para la polimerizacion, la cual
depende del diametro del poro. Para el caso de membranas de PVDF, el nimero
de radicales remanentes depende con el 1/ del poro. Asi en la irradiacién de
PVDF con iones Kr (10 MeV/uma), el nimero de radicales llega a ser despreciable
a los 50 nm de diametro de poro. Si el GQ se extiende mas alla de este diametro
no se inicia la polimerizacién [25]. Por lo tanto no siempre es factible realizar las
modificaciones por esta técnica sobre cualquier tamafo de poro y/o en otros
materiales. En el caso de membranas de PET no hay descriptas publicaciones
previas en las que se aplique esta técnica.

En este trabajo de tesis, con el objetivo de modificar membranas de
PET, se estudia la Polimerizacion por Injerto Simultaneo Radioinducido (PISR) y
por Injerto Via Radicales Remanentes (PIVRR).

3.2. Modificacion de Membranas

3.2.1. Materiales y Métodos
Materiales

Se utilizaron membranas producidas a partir de los polimeros irradiados
PET, y PET,, mediante el GQ (segun condiciones descriptas en el Cap. Il).

Metodologia

Las reacciones de modificacion se realizaron en frascos de 10 ml sobre
secciones de membrana de 1,5 cm x 4 cm (6 cm?). Las membranas fueron
dispuestas en dispositivos plasticos que la retienen (ver Fig. 3.2).

Dispositivo atrapa membrana

Membrana

Fig.3.2. Dispositivo y frasco usado en las reacciones de maodificacion.
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3.2.2 Polimerizacion PISR - Protocolo general

Preparacion de la solucién de monomero GMA 0; 0,3 y 0,6 % p/v, en
etanol:agua, 1:1 (v/v) y burbujeo con N2 durante 10 min.

. Incubacién de la muestra en 10 ml de solucion de monémero, en frasco de

vidrio con tapa a rosca.

Irradiaciéon de la muestra en la planta PISI de *°Co en el Centro Atémico
CNEA-Ezeiza, con una dosis total de 10 kGy, y a una tasa de irradiacion de
1 kGy/h.

Lavado alternado con agua destilada (H2O (d)) y etanol. Se realizaron 3
lavados con cada uno con 20 ml de H20 (d) y/o etanol.

Secado de las membranas con papel absorbente.

3.2.3 Polimerizacion PIVRR - Protocolo general

Preparacion de la solucion de monémero GMA 10 % en etanol:agua, 1:1
(v/v) y burbujeo con Nz durante 10 min.

. Incubacién de la muestra en 10 ml de solucién de monémero en frasco de

vidrio con tapa a rosca.

. Incubacion de la muestra en barfio termostatico a 50°C durante 4 h.

Lavado, como en el método anterior.

Secado de la membrana con papel adsorbente.

3.3. Tecnicas de caracterizacion de membranas

3.3.1. Microscopia electronica FESEM

Se obtuvieron imagenes con el FESEM descripto en el capitulo anterior,

de magnificacion de 100.000 o 200.000x. Los diametros de los poros se

determinaron tomando el valor promedio de un minimo de 30 mediciones +/- SD.

El procesamiento de imagenes se realizé con el programa Image J.

[94]



CAPITULO 111

3.3.2. Espectroscopia FTIR con ATR

Los espectros de FTIR-ATR se adquirieron en el describi6é en el Cap.

Il. Los parametros de adquisicion fueron: 4 cm™ de resolucion, 60 scans y barrido

entre 600 cm™ y 3000 cm™. Finalmente los espectros fueron corregidos por la

linea de base y atmdsfera.

3.3.3. Derivatizacion quimica fluorescente

El procedimiento de derivatizacién quimica de marcado fluorescente de

membranas modificadas utilizado fue realizado como se describe a continuacion:

VI

VII.

VIII.

Preparacion de una solucion de cisteamina, de 10 mg/ml en B. Tris 50 mM,
pH 7,5 (BT) (se ajusta a pH con NaOH hasta pH 7,5). Se adiciona TCEP
126 mg/ml, en relacion de 1 pl TCEP/mI de solucion de cisteamina.
Incubacion O.N. de las muestras (secciones de 0,7x 3 cm), en 2 ml de la
solucién de cisteamina con agitacion constante.

Lavado con BT, 3 veces con 10 ml.

Secado con papel adsorbente.

Pre-incubacion de la membrana derivatizada  en buffer
carbonato/bicarbonato 0,1 M pH 9 (BC), durante 10 min con agitacion
constante.

Incubacion O.N. de las muestras en 2 ml de solucién de FITC 0,25 mg/ml
en BC con agitacion constante.

Lavado de las muestras: 1 lavado con BC y 3 con BP (1), de 10 ml cada
uno.

Almacenamiento de las muestras en BP (1) hasta su medicion.

La determinacion de la fluorescencia sobre la membrana se realizé en

todos los casos como se describid en el Cap. Il. Las medidas de fluorescencia se

tomaron en 520 nm, por quintuplicado sobre distintas regiones de la membrana.

[95]

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


CAPITULO 111

Los resultados se informan como el valor promedio de las medidas corregidas por

el blanco negativo (PETg) de reaccion +/- SD.
3.3.4. Microscopia confocal de fluorescencia

El microscopio de fluorescencia es una variacion del microscopio de luz
ultravioleta en el que los objetos son iluminados por rayos de una determinada
longitud de onda. El principio de la microscopia confocal se basa en eliminar la luz
reflejada o fluorescente procedente de los planos fuera de foco y se toma el haz
luminoso que proviene del plano focal, eliminandose los haces procedentes de los
planos inferiores y superiores. Para ello el sistema 6ptico del microscopio confocal
ilumina una pequefia zona (un punto y a una cierta profundidad) del material, con
fuentes luminosas de gran potencia, habitualmente un lasér y utiliza filtros
apropiados que dejan pasar solo la emision de longitud de onda deseada. Esta
metodologia tiene una mayor resolucion que el microscopio de fluorescencia. Se
pueden obtener imagenes de mayor nitidez y contraste, mayor resolucion vertical y
horizontal, y sobre todo se puede de obtener "secciones Opticas" de la muestra, lo
cual permite reconstruir una imagen 3D de la misma.

Las micrografias de fluorescencia se realizaron en el microscopio Nikon
Eclipse TE 2000-E2, bajo los siguientes parametros de adquisicion 60.0x/1,4/0,13
(1,4 de apertura numérica, 0,13 mm distancia de trabajo) y pinhole de 33,3 pym;
perteneciente al centro de Microscopia del Instituto de BMyC de Rosario (IBR).
Secciones rectangulares (0,5 x 1 cm) de las muestras se dispusieron en un
portaobjeto, se agregd una gota de BP (1) y cubri6 con cubreobjeto. El
procesamiento de las imagenes se realizo con el programa Image J.

3.3.5. Cinética del transporte de masa

Se utilizé la técnica descripta en el Cap. Il. La misma permite evaluar
de manera sencilla las propiedades de transporte a través de membranas.

3.3.6. Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)
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Esta técnica es muy utilizada en la caracterizacion de diferentes tipos
de superficies y se distingue de otras técnicas microscopicas por su gran
resolucion, logrando amplificaciones de hasta 10%, permitiendo visualizar
entornos atémicos y moleculares. Se pueden realizar imagenes tridimensionales y
operar en diferentes medios (vacio, liquido, aire u otros gases).

El escaneo se realiz6 en el equipo DI-VEECO- MMAFM NANOSCOPE
IIIA perteneciente al Centro de Microscopia Avanzadas de la UBA, en la modalidad
contacto.

3.3.7. Espectroscopia de Impedancia Electroquimica

Se utilizé el equipamiento EIS descripto en el Cap. Il.

3.4. Resultados y discusion

En este capitulo se evaluaron las técnicas PISR y la PIVRR, para lograr la
modificacion interna de los nanoconductos. Se estudiaron los parametros que
dominan el proceso de la técnica PIVRR. Ademas, se realiz6 una caracterizacion
de las membranas preparadas empleando diversas técnicas fisicoquimicas,
espectroscopicas y microscopicas.

3.4.1. Analisis por FESEM

Inicialmente se estudio la técnica de modificacion PISR sobre las membranas
track-etched de PET utilizando el monémero GMA como reactivo. Es importante
destacar que el LaMaBio tiene una muy amplia experiencia en esta técnica [26].
Se utilizo a la microscopia FESEM para seguir las modificaciones obtenidas.

Dado la muy baja superficie especifica de las membranas track-etched de
PET se decidié utilizar una concentracion de monémero de aproximadamente diez
veces menor a las condiciones habituales para modificacion de membranas
convencionales [26]. Se realizd la modificacion PISR con concentraciones de GMA
0,3 y 0,6%.
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En la Fig. 3.3 se muestran micrografias de la membrana PET SS17,
donde se observa injerto superficial de polimero pGMA, respecto del blanco
negativo (0% GMA). En todas las micrografias tomadas se visualizan poros
abiertos, siendo el de mayor diametro el del blanco (0% GMA), mientras que en
las condiciones 0,3 y 0,6% de GMA se reduce el diametro. Sin embargo, la
condiciéon de mayor modificacion correspondid a 0,3 % (ver tabla 3.1). La
deformacion de la imagen en Fig. 3.2-C corresponde a carga superficial por no ser

conductora (muestra no metalizada).

m

hlalld EHT = 2000y WO = 18mm Mag= 10000 KX

sasbist EHT = 200KV WD = 18 mm Mag=100.00KX  SignalA=lniens [

sgpa=se2 [

Tabla 3.1. Diametros de poro de las

G.;:: ] " M Diémetro (nm)
8517 0 507 +/- 53
§817-0,3 GMA 0,3 182 +/- 21
5817-0,6 GMA 06 396 +/- 32

| MM EHr= 200kv WO = 38mm Mag= 10000 KX

signlA=rlens [

Fig.3.3. Micrografias obtenidas por FESEM de las membranas de PET preparadas y modificadas
por PISR. A- 0 %. B-0,3% y C- 0,6% GMA.

Adicionalmente se evalud la PISR sobre una membrana track-etched de
PC, de 80 nm de diametro de poro, a la concentracion de 0,3 % GMA. Las
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micrografias de la Fig. 3.4 B muestra presencia de pGMA sobre la superficie de la
membrana, respecto del blanco, ademas se observa una gran reduccién del

tamafo de los poros y obstruccion de muchos de ellos

LM EHTE 2000 Wo = 38mm Mag=10000KX  SigelA=riens [ | | Lt EHTe 200MV WD = 39mm Mag=10000KY  SipelA=rlens [

Fig.3.4. Micrografias FESEM de membranas comerciales PC modificadas por PISR. A- 0 % y B-
0,3% GMA.

Con el objetivo de disminuir la presencia de homopolimero y controlar la
modificacion por injerto al interior de los nanoconductos se realizd el
procedimiento PIVRR con sales de Mohr (PIVRR-C/SM). En esta polimerizacion
se utilizaron de las membranas PET SS34 y SS17 con 10% GMA, 60 °C y un
tiempo de reaccion de 1 h y O.N. adicionado de 0,1% de sal de Mohr en el medio
de reaccion.

Las microfotografias de la Fig. 3.5 revelan la presencia de depdsitos de
cristales de la sal de Morh sobre la superficie de la membrana y sobre el poro. La
condicion O.N. mostro una superficie totalmente cubierta de cristales.

Al A2

100 nm’ 100 nen
— —
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Fig.3.5. Micrografias de membranas PET modificadas por la técnica PIVRR-C/SM. A-1. Membrana
SS34. A-2. Membrana SS34 maodificada, 1h. B-1. Membrana SS17. B-2. Membrana SS17
modificada, O.N.

Por ultimo se decidio estudiar el método PIVRR sin el agregado de sal
de Mohr por las precipitaciones encontradas en las muestras. Las membranas
SS81 y SS85 (preparadas con GQ de NaOH 4 M, 50°C, c/UV, 15 min y 30 min de
incubacion respectivamente) fueron sometidas al proceso PIVRR a distintos
tiempos de polimerizacion, entre 0,5 a 4 h. En todos los casos se observaron
poros abiertos, sin aparente presencia de pGMA en la superficie de la membrana,
pero con una importante reduccidon del diametro de poro a las 2 h de
polimerizacion (ver Fig. 3.6.A y 3.6.B). En la Fig. 3.7 se muestra la evolucion del

diametro en funcion del tiempo de la reaccion.
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EHT = 3,00k WD = 48mm Mag=20000KX  Signaa=nlses [ | o, EAT = 300KV W= 51 mm Meg= 20000 KX Sigral A= inlens [

Fig.3.6.A. Micrografias de las membranas modificadas por PIVRR, a 200.000x. A.1- Membrana
5381 sin modificar (85 +/- 8 nm de diametro de poro). A.2- 1 h (77 +/- 6 nm). A.3- 2 h (63 +/- 6 nm)
A.4-4 h (82 +/- 6 nm).

l Joonm, EHT = 300K/ WD = 51 mm Meg=20000K X Signal A= latars [ FLi EHT = 300K WD= 48mm Mag=20000 KX Signalh =intens [
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B5

EHT = 300Ky WO = &8 mm Mag=20000KX  Signd A= InLers l

Fig.3.6.B. Micrografias de membranas modificadas por PIVRR, a 200.000x. B.1- Membrana SS85
sin modificar (165 +/- 11 nm de diametro de poro) B.2- 0,5 h (164 +/- 17 nm). B.3- 1 h (202 +/- nm).
B.4- 2 h (108+/- 3 nm) B.5- 4 h (143+/- 9 nm).
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Los resultados obtenidos por FESEM muestran que la técnica de
modificacion PIVRR, sin adicién de sal de Morh, muestran un reduccion del
diametro de los poros sin afectar la superficie de la membrana. Se observd
también en algunas muestras diametro de poro igual o mayor al inicial. Este
comportamiento se puede asociar a dos fenémenos que ocurren durante la
reaccion de polimerizacion: (i) la incorporacion de injerto sobre las paredes,
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produciendo una reduccion del diametro (ii) un proceso de degradacion de la traza

remanente, lo cual provoca el incremento del diametro.

Con el fin de ahondar en el estudio de este tipo de polimerizacion, se
propusieron una serie de experimentos para estudiar las principales variables que

lo afectan.

Membranas de PETsg (ver Tabla 1.4) fueron también modificadas por
PIVRR con 10% de GMA, a 60 °C y 2,5 h de reaccion. Las micrografias
correspondientes se presentan en la Fig. 3.7. En estas se evidencia la reduccién

del diametro de poro para la mayoria de las muestras evaluadas.

Al
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Fig.3.8. Micrografias FESEM de membranas PETsg modificadas, a 200.000x. A1 a E1-
Membranas sin modificar; PETse 10° 10°, 107, 10°%, y 10° poros/cm? respectivamente. A2 a E2-
Membranas PETsg modificadas por PIVRR.
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Las micrografias de la Fig. 3.8 correspondiente a membranas de
distintas fluencias modificadas por PIVRR evidencian la modificacion sitio-

especifica de los nanoconductos.
3.4.2. Analisis por espectroscopia FTIR con ATR

Los espectros de FTIR-ATR de la membrana PET, modificada (PET-
pGMA) y sin modificar( PETg) modificados en la seccion anterior se describen en
la Fig. 3.9.

0.25
PET.
020 ] ——— PET-pGMA “
-
~ 0.5
w
-]
< 9.0
0.05 4
0.00 o e Py ‘-JJ'U L
3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm™

Fig.3.9. Espectro FT-IR-ATR de la membrana modificada (PET-pGMA) y sin modificar (PETg).

Como se observa en la Fig. 3.9 los espectros contiene una gran
cantidad de picos, los cuales coinciden con los reportados en bibliografia para
PET, como se describié en el Cap. Il. Asimismo no se evidencian diferencias entre
ambos espectros, ni presencia de los picos correspondientes al carbonilo (a 1700
y 600 cm-1), caracteristicos del pGMA. Es posible que los picos del carbonilo
perteneciente al PET interfieran con la deteccion del injerto. La no deteccion de

este puede ser debida a la baja fluencia de poros y al bajo grado de modificacién.
3.4.3. Analisis por derivatizacion quimica fluorescente

Dado la falta de sensibilidad de la tecnica FT-IR para detectar la
modificacion del PET, se decidié realizar derivatizaciones quimicas que permitan

revelar de manera indirecta la presencia del injerto (pGMA).
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La derivatizacion quimica planteada en esta seccion combina una
secuencia de dos reacciones quimicas, la primera entre el grupo epoxido del
pGMA vy el grupo tiol (-SH) de la cisteamina, generando un enlace tioéter. La
cisteamina posee un grupo amino libre ademas del sulfhidrilo, que le confiere la
propiedad de molécula bifuncional. Asi el amino libre se conjuga en una segunda
reaccion con el fluoréforo Isotiocianato de Fluoresceina (FITC). De esta manera la

presencia del injerto puede revelarse por fluorescencia.

En el esquema de la Fig. 3.10 se representa el proceso completo de
modificacion, derivatizacion y marcacién con FITC de las membranas (SS81 y
SS85).

Hs”  “NH,
Derivatizacién __} )%
quimica con _-iFoe b
cisteamina g

Marcacion i
fluorescente con FITC =

Fig.3.10. Esquema de la modificacion de la membrana. A- Polimerizacion por injerto PIVRR sobre
la pared interna del nanoconducto. B- Derivatizacion quimica con cisteamina. C- Marcacion
fluorescente con FITC.

En la Fig. 3.11 se muestra la evolucion del PIVRR mediante el revelado
y cuantificacion fluorescente. Como puede observarse los valores de las medidas
se encuentran en el rango de los femtomoles, sin embargo la sensibilidad de la
técnica fue suficiente para detectar, de manera indirecta, la presencia del injerto
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pGMA. Como puede observarse, la membrana de poro mas grande tiene una

cinética propia de una polimerizacién radicalaria, con una velocidad inicial rapida y

saturable, mientras que en la de poro mas pequefio aumenta progresivamente.

Esto puede ser debido a una limitacion en la difusion del monémero.

30 | —@— 5581-85 +/-8 nm

Femtl:;mt:;les.-'mm2

=~ $585- 165 +/- 11 nm

Fig. 3.11. GCréfico de la
cinética de incorporacion de
injerto en funcién del tiempo
de polimerizacién.

PIVRR como
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Tiempo de modificacion (h)
Posteriormente, se estudiaron otras variables del

concentracion de GMA, temperatura y tiempo post-GQ (tiempo que transcurre
entre el proceso de GQ y la PIVRR (denominado tp-GQ)); dejando como

parametro fijo el tiempo de polimerizacion en 2,5 h.

Los ensayos se realizaron sobre la membrana (SS101), con un

diametro de los poros de 163 + /- 9 nm. Las membranas modificadas se revelaron

segun el protocolo anterior. Los resultados se muestran en las Fig. 3.12 a 3.14.
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Como se observa en la Fig. 3.12 las medidas de fluorescencia directa
(RFU) aumentan en funcién de la temperatura hasta alcanzar un maximo a 60°C,
a temperaturas mayores se observa una reduccion de la misma. El incremento de
la polimerizacion en funcién de la temperatura puede deberse a la activacion de
los radicales remanentes y al incremento de la velocidad de difusion del
monémero [11]. Mientras que la reduccion del rendimiento a temperaturas
mayores a 60°C podria deberse a la cercania con la temperatura de transicion
vitrea del PET (t; 74 °C), que aumenta la inactivacion de radicales por el
movimiento de la macromolécula [27].

Fig. 3.13. Gréafico del
400 + § comportamiento  de  la

Q polimerizacién en funcién del
% de GMA. e Corresponde a
soluciones homogénea de

i GMA. O Soluciones

heterogéneas de GMA.
Insertos: micrografias de
FESEM a 200.000x.

RFU (-)

60 80 100
% GMA

En la Fig. 3.13 se observa que las medidas de fluorescencia se
incrementan directamente con el % de GMA en la mezcla de reaccon, alcanzando
un maximo de polimerizacion a 10% de GMA. Para concentraciones mayores se
observa un comportamiento constante, aunque ligeramente menor al alcanzado
con 10% GMA. Esto también coincide con la reduccion de diametro (exceptuando
la condicion de 80% de GMA). Las soluciones de 50% y 75% de GMA resultaron

ser heterogéneas, sin embargo no impidieron la reaccion de polimerizacion.
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En la Fig. 3.14 se observa que el rendimiento de la PIVRR disminuye
conforme incrementa el tiempo post-GQ, siendo el valor maximo de polimerizacion
el correspondiente al tiempo cero (f). A medida que este se incrementa la
polimerizacion disminuye de forma exponencial. Este comportamiento refleja que
los radicales remanentes luego del GQ son inestables y desaparecen en el
término de unas pocas horas. Hasta 2 h posterior al GQ se maximiza la cantidad
de radicales disponibles.

A partir de los resultados obtenidos en la derivatizacién quimica y
marcacion fluorescente del injerto se pudo determinar una condicién 6ptima para
la técnica de modificacion PIVRR, a 10% GMA, 2,5 hs a 60°C, y tp-GQ menor a
30 min. Las mismas se encuentran marcadas con un circulo en los graficos
correspondientes.

De este estudio se determind que la temperatura y el tiempo post-GQ
son las variables que mas afectan al proceso. En particular este ultimo parametro
se debe a la vida media de los radicales activados durante el GQ, que son los que
posteriormente inician la polimerizacion.

En conclusidn, el revelado indirecto del nanoinjerto y la cuantificaciéon a
través de la marcacién fluorescente permitid optimizar las condiciones de la

reaccion de modificacion.
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3.4.4. Analisis por microscopia confocal de fluorescencia

Esta técnica 3D, permite revelar la ubicacion in situ de la fluorescencia
sobre la membrana. En principio, la microscopia FESEM sugiere que la
modificacion o incorporacion de injerto se realiza sobre la cara interna del poro,
por haber observado la reduccion del diametro de poro y ausencia de modificacion
de la superficie.

Las micrografias obtenidas con un microscopio de fluorescencia sobre
la membrana SS29 con y sin modificacion confirman la presencia de injerto
fluorescente sobre los poros. Las imagenes muestran la ubicacion especifica del
injerto. Mientras que el barrido del plano Z, a diferentes profundidades, detectan la
presencia del fluoréforo a lo largo de los nanoconductos, confirmando la
modificacion del conducto en toda su longitud, ver Fig. 3.15.

A

Membrana sin modificar B Membrana meodificada c Barrido plano Z

Barrido en el e¢je Z, de la
membrana modificada

Fig.3.15. Imagenes de microscopia de fluorescencia, con un zoom de imagen de 4x (magnificacion
total 240x). A Membrana sin modificar. B. Membrana madificada y derivatizada. C. Microscopia

Confocal de barrido en el eje Z, se tomaron secciones cada 0,25 um (distancia en el gje Z= 8 um).

Al determinar la fluencia de poros en ambas micrografias de la
membrana sin modificar (nro. poros/area) y modificada (nro. puntos
fluorescentes/area), se observa que los valores obtenidos son iguales, indicando

que la modificacién ocurre en el 100% de los poros, ver Tabla 3.2.
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Tabla. 3.2. Determinacion de la fluencia de las membranas sin modificar y modificada.

Membrana Fluencia
PET (n® poros!cmz)
Sin modificar | 7,3 +/- 0,5E+07
Modificada 7.6 +/- 0,3E+07

Las micrografias de fluorescencia de las membranas modificadas PETs-
g (distintas fluencias), derivatizadas y marcadas con FITC, como se describid

anteriormente, se presentan en la Fig. 3.16.

A B

Fig.3.16. Micrografias obtenidas en confocal, con un zoom de imagen de 4x, siendo la
magnificacion total 240x, para membranas modificadas y marcadas, de diferente fluencia. A- 10°

poros/cm?. B- 10° poros/cm?®. C- 10" poros/cm?. D- 10° poros/icm?. E-10° poros/cm®.

Como se observa en la Fig. 3.16 la cantidad de los puntos fluorescentes

(poros) se incrementa al aumentar la fluencia. Para la fluencia mas alta (PETs) se

obtuvo una imagen sobresaturada. Tal saturacion produce un efecto de quenching

(disminucion de la fluorescencia), que también fue encontrado al cuantificar dicha

membrana con el Nanodrop (datos no mostrados). Adicionalmente, los puntos
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fluorescentes observados en las micrografias se ven de menor tamano,
comparados a los de la muestra analizada anteriormente (membrana SS29
modificada). Esto se debe a que el diametro de los poros son de menor tamafio,
en un rango de 184 +/-7 a 204 +/-10 nm, respecto de la membrana SS29
modificada, de didmetro de poro de 263 +/- 39 nm.

En la Fig. 3.17 se realiz6 una correlacion entre la densidad de

fluorescencia, determinada con el software image J, y la fluencia.
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Fig.3.17. A- Gréfico de la densidad de fluorescencia en funcién de la fluencia (n° poros/cm?). B-

Grafico del log de la fluorescencia en funcion del log de la fluencia, log (n° poros/cm?).

En conclusion, la microscopia confocal permitio identificar la ubicacion
especifica del nanoinjerto, asi como también determinar que la modificacion de los

poros fue completa y a lo largo de todo el espesor de los conductos.
3.4.5. Analisis por cinética del transporte de masa

Como se describié en el Cap. Il esta técnica permite evaluar de manera
sencilla las propiedades de transporte a través de membranas.

En este ensayo se utilizdé la membrana SS128, con un diametro de poro
de 153 +/- 6 nm (sin modificar) y de 145 +/- 6 nm (modificada por PIVRR). Las
mediciones de CTM para ambas membranas se realizaron por triplicado siguiendo
el protocolo descripto en el Cap. Il, pre-acondicionando las muestras en H;O (d).
Los resultados se presentan a través de la curva de transporte, donde se grafica el
promedio de las mediciones +/- SD (ver Fig. 3.18).
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Como se observa en el grafico se detecta una diferencia significativa
entre la membrana modificada y sin modificar. La membrana con injerto resulté
tener una menor cinética de transporte respecto del control sin modificar.

Estos resultados indican, en primera instancia, que el pGMA injertado
no obstruye el transporte a través de la membrana PET modificada, y permite
discernir la presencia de una modificacién interna del conducto. Esta diferencia
podria deberse a una diferencia entre el diametro de poro o debido a la diferencia

de carga. Estas dos alternativas podrian ser discriminadas por EIS.
3.4.6. Analisis por Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

Se realizd un escaneo con un AFM en la modalidad contacto. Se
evaluaron las membranas PET (SS206) (preparadas con GQ de NaOH 2 M, 60°C,
c/UV y 18 min de incubacién), de fluencia 1E+09 iones/cm? y su par modificado
(SS206-pGMA) usando la condicion optima de PIVRR (ver Fig. 3.19).

Fig. 3.19. Micrografias de AFM. A1-
Topografia de la membrana SS206-
A2- Topografia tridimensional de la
membrana S5206. B1- Topografia
de la membrana SS206-pGMA. B2-
Topografia tridimensional de la
membrana SS206-pGMA.
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Membrana Diametro (nm)
55206 227 +/- 27
S$5206-pGMA 222 +/- 19

Como se observa en las micrografias de la Fig. 3.19 no se detectan
diferencias evidentes entre las muestras (SS206 y SS206-pGMA). La superficie de
ambas membranas presenta las mismas caracteristicas, superficie lisa sin
presencia evidente de injerto en la superficie. Estos resultados coinciden con los
resultados obtenidos por FESEM y microscopia confocal. La modificacion
realizada se produce especificamente sobre la pared interna de los
nanoconductos. El nanoinjerto incorporado en los conductos no obstaculiza el
transporte a través de estos. La determinacion del diametro por AFM se realizo
tomando el valor promedio de un minimo de 10 mediciones +/- SD. Mientras que la
determinacion por FESEM (tomando el valor promedio de un minimo de 30
mediciones +/- SD) dio un valor de 288 +/- 22 nm (SS206) y de 276 +/- 15 nm
(SS206-pGMA). En ambas técnicas se observa una reduccion del diametro de

poro, aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa.
3.4.7. Analisis por EIS

Como se describio en el Cap. Il esta técnica permitio estudiar el
transporte de iones a través de los nanoconductos en membranas PC y PET,
determinandose que el comportamiento de la impedancia depende de las
caracteristicas de poro. En base a este precedente se estudia una membrana
(PETg) de su par modificado (PET-pGMA). Se utilizaron las membranas SS179
(preparadas con GQ de NaOH 2 M, 60°C, c/UV y 15 min de incubacion), de
fluencia 1E+09 iones/cm? con un didmetro de poro de 199 +/- 15 nm (sin
modificar) y de 190 +/- 10 nm (modificada), las condiciones del proceso y de
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medicion fueron las mismas que se describieron en el Cap Il. Los resultados se

presentan en el gréafico de la Fig. 3.20.

KCI E-5 M en celda

- gl
M 55179 (PETG)
2.5 - W 55179 modificada (PET-pGMA)
20
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Fig. 3.20. Grafico de Nyquist correspondiente a las mediciones de EIS de membranas pre-
acondicionada con KCI 1 E-5 M. PET SS179 (cuadrado violeta ®= ), SS179 modificada (cuadrado
naranja® ).

Como se puede ver en la Fig. 3.20 se observa una diferencia significativa
entre el comportamiento resistivo de los sistemas evaluados. La membrana PET-
pGMA presenta una resistividad menor, respecto de PETg Este comportamiento
indica que las propiedades de los nanoconductos son distintas. Si la modificacion
no hubiera injertado pGMA sobre el conducto, la carga previa proveniente de los
carboxilos haria que el comportamiento de la membrana PET-pGMA se asemeje a
PETg, o bien que tenga una resistividad mayor, por ser de menor diametro. Sin
embargo se observa lo contrario, la reduccion de la resistividad de asocia al
cambio en las propiedades de los nanoconductos, impartidas por la presencia de
pGMA. Estos resultados junto a los obtenidos con las otras técnicas reafirman que
la modificacion realizada se produce especificamente sobre la pared interna de los
nanoconductos.
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4. Introduccion

Dado que el diametro de los nanoporos de una membrana tipo track-
etched puede ser tan pequefio como unas décimas de nanémetro, las propiedades
de la pared de los mismos tendra una enorme influencia en el transporte a través
de ellos. En este Capitulo se describen potenciales aplicaciones de membranas
que poseen diferentes ligandos quimicos inmovilizados en los nanoporos. Se
describe la quimica aplicada para su modificacion, la metodologia experimental y
técnicas utilizadas en la caracterizacion para demostrar la presencia de las

modificaciones.

4.1. Funcionalizacion de membranas: Generalidades

En la actualidad se estan estudiando aplicaciones de membranas track-
etched funcionalizadas en tres grandes areas: (i) procesos separativos; (ii)
materiales adsorptivos y (iii) desarrollo de sensores. Las tres aplicaciones
comparten las caracteristicas de tener poros del tamafio sub-micrométrico y la
pared de los mismos modificados para cumplir con diferentes funciones [1]. A

continuacion se describiran con detalle las tres areas mencionadas.

Dentro de la primer area se utilizan funcionalizaciones simples en base a
compuestos organicos de bajo PM, que producen cambios en la permeabilidad de
los conductos [2]. Este tipo de efecto se puede producir primeramente mediante
cambios de la carga electrostatica (y/o densidad de carga), es decir cambiando las
propiedades electroquimicas de los conductos. La presencia de carga le conferira
a la membrana propiedades de permeabilidad selectiva, restriccion o inhibicion
frente a diferentes especies ionicas, tendiendo a excluir los co-iones (iones de
carga similar a la del conducto). Asimismo dentro de este primer grupo hay
principalmente dos estrategias de funcionalizacion: la inmovilizacion de
aminoacidos mediante uniones covalentes por reaccion quimica directa de los
grupos carboxilos presentes en los conductos de PET y PC [3], vy la
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funcionalizacion via injerto de polimeros, por ejemplo a través de injerto de pGMA
para generar cargas negativas a través del acoplamiento de grupos sulfénicos [4],
o carga positiva por adicion de aminas [5], entre otros. Aunque también se puede
restringir la permeabilidad de los conductos a través de la polimerizacion por
injerto de polimeros termorreversibles, como el poli(N-isopropil-acrilamida)
(PNIPAAmM). Membranas track etched de PET modificadas con este polimero no
presentan transporte a temperaturas menores a 31°C, debido a que el pNIPAAmM
se encuentra hidratado. A temperaturas mayores libera el agua retenida, abriendo
el conducto y permitiendo el transporte [6,7]. Por ultimo, otras modificaciones
involucran la inmovilizacién de moléculas a través del recubrimiento con oro y la
absorcion quimica de tioles [8], esta modificacion cambia las propiedades
eléctricas del conducto, como se observo al estudiar el transporte de Lisozima y
Albumina bovina en membranas PC modificadas por esta técnica [9].

La membranas de tipo adsortivas involucran la funcionalizacién con
moléculas mas complejas, como ligandos de afinidad, péptidos, anticuerpos,
antigenos y proteinas [10,11], con el fin de adquirir una afinidad por una molécula
especifica. Una de las ventajas del uso de membranas como sistemas
adsorbentes, respecto de los sistemas particulados tradicionales, es la rapida
separacion y bajo volumen de buffer necesario para lograr la separacion de

biomoléculas.

Por ultimo se encuentra la generacion de nuevos sensores. Abarca la
funcionalizacién con ligandos quimicos especiales que respondan a algun
fendbmeno fisico-quimico, como por ejemplo cambios de temperatura, pH o
presencia de un analito especifico [12-15]. Esta aplicacion es la mas novedosa,
encontrandose actualmente en pleno desarrollo. Uno de los primeros sensores
desarrollados sobre membranas fue la modificacién por injerto con polimeros que
responden a la temperatura [11]. Otra aplicacion corresponde a membranas
sensoras de glucosa, a través de la inmovilizacion por activacion quimica de la
enzima glucosa oxidasa sobre los conductos de membranas PET [16] o bien la
produccion de una membrana biosensora amperométrica de glucosa, sobre

nanoporos modificados por electrodeposicion, para formar nanotubos organicos
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conductores sobre los cuales se inmoviliza la enzima glucosa oxidasa [17].
Tambien se desarrollaron sensores Opticos, mediante la inmovilizacion de un
agente quimico que cambia sus propiedades opticas; el sistema se basa en la
inmovilizacion de N,N-difenilbenzidina, en el interior de los conductos de
membranas PET, que cambia de adsorbancia dependiendo del potencial redox
[18].

En el presente Capitulo se estudia la funcionalizacion de los
nanoconductos con ligandos de bajo PM. La reaccién quimica de derivatizacion
utilizada fue la apertura del anillo epoxi (presentes en el injerto de pGMA de las
membranas modificadas) con nucledfilos. A continuacion se esquematizan los

ligandos utilizados en la derivatizacion del epoxido, ver Fig. 4.1 [19,20].

Nanoconductos con carga

Etilendiamina (EDA)
—————»

+ Na;803

v

Conducto modificado

tiol organico

R= grupo acido,
basico o neutro

Fig.4.1. Esquema de las reacciones de derivatizacién del epdxido con nucledfilos.

De los ejemplos mencionados, se utilizo la reaccion quimica entre el
grupo epodxido y el grupo tiol, para generar un enlace covalente tioéter entre el
pGMA vy diferentes ligandos. Esta reaccion es muy similar a las reacciones
denominadas “Click”. Este tipo de quimica fue descripta por Sharpless, et al [21]
para generar moléculas complejas mediante reacciones sencillas vy
termodinamicamente favorables, donde generalmente se involucran uniones entre

atomos de carbono y heteroatomos [22].
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El mecanismo de la reaccion epoxi-tiol se basa en la adicion catalizada
a través de un ataque nucleofilico (SNz) del anién tiolato. Esto sucede en
presencia de una base (puede ser el mismo buffer de la reaccién) que deprotona
al tiol y lo transforma en anidn tiolato. El mismo actia como un nucledéfilo atacando
al anillo del grupo epo6xido para formar un alcéxido, que forma un nuevo anién

tiolato mediante un equilibrio acido-base (Fig. 4.2) [23,24].

Iniciacién

NR3 +  HST TN =——= 'NR3 + NN

Propagacion O-
MSO + &\; 5 Ws\)\/\/\/

+

Hs” NN

l

Fig.4.2. Esquema del mecanismo de reaccion epoxi-tiol catalizada por una amina.

La oxidacion de los tioles y posible formacion de disulfuros se evita con
agentes reductores como el ditiotreitol (DTT), 2-mercaptoetanol, o Tris-2-

carboxietilfosfina (TCEP) o manteniendo la mezcla de reaccion libre de oxigeno.

4.2. Funcionalizacion de Membranas PET

4.2.1. Materiales y Métodos

Materiales
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Se utilizo la membrana SS131 proveniente del film PET4 (ver tabla 1.4).
La misma fue preparada con GQ a NaOH 2 N, 60°C, C/UV y 10 min vy
modificacion por PIVRR (GMA10%, 60°C, 2,5 h y un tp-GQ menor a 30 min).

Metodologia

Las reacciones de derivatizacion quimica se realizaron con secciones
de membrana de 0,7 cm x 3 cm, en tubos tipo Eppendorfde 2 ml.

Funcionalizacion con Cisteamina

La reaccion de derivatizacion con cisteamina se realizd de acuerdo al

protocolo descripto en el Cap. lIl.

Funcionalizacién con B-mercaptoetanol

La reaccion se realizd usando la misma concentracion molar que la
cisteamina y agente reductor (TCEP) en igual concentracién molar que el reactivo.

El procedimiento de reaccion empleado se describe a continuacion:

I.  Preparado de una solucién de R-mercaptoetanol, de 88 pmoles/ml (7mg/ml),
en BT (se ajusto el pH a 7,5 con sc de NaOH) y TCEP (126mg/ml) en
relacion 1ul TCEP/ ml de solucidon de 3-mercaptoetanol.

II. Incubacion O.N. de la muestra en 2 ml de soluciéon de R-mercaptoetanol en
agitacion constante.

lll.  Lavado de la muestra con BT (3 lavados con 10 ml de BT).

IV. Secado de la membrana con papel adsorbente.

Funcionalizacion con Ac. Tioglicélico

El procedimiento se realizdO de manera equivalente a la reaccion
anterior, pero con una solucion de Ac. tioglicdlico de 8 mg/ml.
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4.2. Técnicas de caracterizacion de membranas

Se estudiaron membranas modificadas por injerto PIVRR con GMA y
con la derivatizacion con diferentes ligandos.

Una caracterizacion funcional de las modificaciones se realizé6 mediante
la técnica de CTM. La misma fue descripta en detalle en el Cap. I, pero con las
siguientes modificaciones. Las membranas fueron pre-acondicionadas en una
solucion 0,1 y 1E-05 M de KCI. La celda aceptora se llené con 10ul de agua
desionizada (H>O MiliQ), mientras que la celda dadora, con 20 pl de solucién de
Fluoresceina 2,5 uM en H,O MiliQ, pH 5,5.

El estudio por EIS también se realizé como se describié en el Cap.ll,
considerando las preincubaciones de las membranas como se describe arriba.

4.3. Resultados y discusion

Los nanoconductos de membranas pueden ser ademas funcionalizados
a través de diferentes reacciones quimicas y reactivos para conferirles nuevas
propiedades fisicoquimicas [25,29]. La mayoria de los trabajos publicados
corresponden a la funcionalizacion quimica tradicional de polimeros, mediante
procedimientos de quimica humeda. Por ejemplo, en membranas de poros
perfectos de PC o PET las paredes internas de estas contienen grupos
carboxilicos, que provienen de la degradacién quimica por el GQ sobre la traza;
los mismos pueden ser modificados selectivamente mediante reacciones quimicas
clasicas [30-32]. Sin embargo, se requieren de reactivos quimicos especificos,
varios pasos de reaccion y generacion de una gran cantidad de subproductos.

En el Cap. lll se describi6 una nueva técnica de derivatizacion de
membrana PET, que permitid6 obtener un nanoinjerto de gran homogeneidad de
recubrimiento. Este logro permiti6 evaluar otras modificaciones, que fueron
estudiadas por técnicas de transporte como CMT y EIS.
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Para evitar la degradacion de las modificaciones obtenidas por PIVRR,
por efectos de altas temperaturas de reaccién o condiciones muy drasticas de pH,
se estudiaron reacciones de inmovilizacion tipo “Click”. Dado la presencia de una
gran cantidad de grupos epoxi en el polimero injertado pGMA, se realiz6 la
reaccion epoxi-tiol con tres ligandos bifuncionales que contienen, ademas de un
grupo tiol, otro grupo funcional libre (OH-, NH, e COOH), como se muestra en la
Fig 4.3.

0
— 14
HS OH HS OH HS” “NH,
B-Mercaptoetanol Ac. Tioglicélico Cisteamina

Fig. 4.3. Estructura de los tres ligandos utilizados.

La membrana SS131 posee un diametro de 153 +/- 6 nm (sin modificar)
y de 153 +/- 5 nm (PIVRR con GMA), segun datos determinados por FESEM. En
la Fig. 4.4 se esquematizan las funcionalizaciones realizadas sobre los
nanoconductos.

Nanoconductos con

Cisteamina

; Ac. tiog!icélico
Modificacién

con GMA — i s

R-Merca gtnetanol

Fig. 4.4. Esquema representativo de la funcionalizacion de los nanoconductos (membrana SS131)

modificados previamente con pGMA.

El esquema de la Fig 4.4 representa las cargas adquiridas en la
condicion de pH de trabajo (pH 5,5 en H,O MiliQ).
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La caracterizacion de estas membranas se realiz6 estudiando el
comportamiento del transporte. Las técnicas empleadas fueron CTM y EIS segun
se describen en el Cap. Il

Los fenomenos fisicos que ocurren en fluidos a través de
nanoestructuras son completamente diferentes a los que ocurren en macrofluidos
y microfluidos. Esto es debido a la gran relacion entre el area y volumen (mayor a
los 10° m'1) de estos materiales. En membranas nanoporosas el transporte de
masa se ve afectado por la naturaleza quimica de las paredes del nanoconducto y
por la densidad de carga que poseen [33]. Una superficie con carga electrostatica,
en contacto con agua forma una doble capa eléctrica (EDL, en inglés) con un
cierto ordenamiento. La misma estda conformada principalmente por los iones
presentes en el medio y con el fin de neutralizar la carga superficial. El espesor de
dicha capa (Ap 0 1/k) se denomina longitud de Debye y su dimensién depende de
la carga potencial de la superficie y de la naturaleza de los electrolitos presentes
en el medio acuoso. Por ejemplo, al aumentar la concentracion del electrolito el
espesor de la doble capa disminuye. El mismo puede determinarse a través de la
Ec. 4.1.

2 o 2\ 172
e Z n : Z;
:
Ao = 1/k R=\ — (+1)
BUBrkB [
Donde: €= permisividad eléctrica; €,= permisividad eléctrica del vacio
K= constante de Boltzman
T= temperatura absoluta
n= concentracién molar del electrolito
Z= Carga del i6n

e= carga eléctrica de un electron

El transporte a través de los nanoconductos se vera afectado cuando el
espesor de la doble capa es comparable a las dimensiones de este. En estas
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condiciones, el flujo de contra-iones (respecto de la carga del nanoconducto) es
preponderante.

Como puede deducirse de la ecuacion anterior es posible controlar el
espesor de la EDL ajustando la fuerza iénica del medio [33-35]. Para ello, se pre-
trataron las membranas con dos concentraciones diferentes de electrolito O.N. con
el objeto de lograr una EDL estabilizada. Las medidas de transporte se realizaron
en agua desionizada para no afectar la EDL formada durante el pre-

acondicionamiento.
4.3.1. Analisis por CTM

Los resultados del estudio de CTM se presentan a través de la curva de
transporte, para las dos condiciones de EDL generadas sobre las membranas.
Cada punto experimental corresponde al promedio de las mediciones con su
correspondiente desvio estandar. Junto al grafico se encuentran las pendientes
correspondientes a la regresion lineal de cada una de las curvas (ver Fig. 4.5y 4.6
y Tabla insertada).

KCI1E -05 M
6000 - @® Memb-pGMA
O Memb-NH3*
¥ Memb-COO
A Memb-OH
4000 - Pendiente
% 2
E RFU/min R
= Memb-pGMA 188,77 | 0,995
2000 - Memb-NH3+ 105,38 0,995
Memb-COO- 149,82 0,997
Memb-OH 180,16 0,998

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (min)

Fig. 4.5. Grafico de CTM de fluoresceina a través de membranas funcionalizadas (pre-
acondicionada en KCI 1E-05 M) y de la membrana pGMA (blanco) (pre-acondicionada en H,O
MiliQ).
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KCI0,1 M
60001 @ Memb-pGMA
O Memb-NH3"
¥ Memb-COO
A
4000 4
2000

10 15

20 25

Tiempo (min)

Pendiente

RFU/min | R?
Memb-pGMA 188,77 0,995
Memb-NH3+ 163,63 0,999
Memb-COO- 166,56 0,997
Memb-OH 177,91 0,998

Fig. 4.6. Graficos de CTM de fluoresceina a ftravés de membranas funcionalizadas (pre-

acondicionada en KCI 0,1 M) y de la membrana blanco (pre-acondicionada en H,O MiliQ).

Las pendientes obtenidas para las diferentes membranas se presentan

en Tabla junto a los graficos (ver Fig. 4.5 y Fig. 4.6). En |la Tabla 4.1 se muestra la

variacion de pendiente (a slope) y el porcentaje de variacion de las membranas

funcionalizadas respecto del blanco, correspondiente a las concentraciones de KCI

evaluadas.

Tabla 4.1. Variacion de pendiente entre la membrana (blanco) y las funcionalizadas, para ambas

condiciones de pre-acondicionamiento, con KCI 1 E-05 y 0,1 M.

KCl 1E-05 M A slope % variacion || KCI 0,1 M A slope % variacion
Memb-NH3+ 83 a4 Memb-NH3+ 25 13
Memb-COO- 39 21 Memb-COO- 22 12
Memb-OH 9 4,5 Memb-OH 11 6

En el grafico de la Fig. 4.5 y en la Tabla 4.1 puede observarse la

variaciéon de pendiente de las distintas funcionalizaciones, respecto al blanco. La

curva de mayor pendiente corresponde; a

la membrana neutra

(con B-

mercaptoetanol), de similar valor que la membrana blanco (pGMA y sin
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funcionalizar). Mientras que las membranas que poseen cisteamina y Ac.
tioglicdlico dieron una menor cinética de transporte. Estos resultados indicarian la
presencia de carga sobre el conducto (positiva (+), negativa (-) y neutra (0)). La
gran diferencia entre las pendientes de las membranas cargadas (+) y (-) se puede
atribuir a la presencia de una EDL (A) inducido por la presencia del electrolito en la
solucion de pre-incubacion (KCl 1E-05 M). A esta concentracion el A calculado es
de 90 nm [35], que reduce el diametro efectivo del nanoconducto y en
consecuencia afecta al transporte de masa del analito. La Fluoresceina, ademas
es un acido débil con un pKa= 6,4, por lo cual al pH de trabajo no adquiere carga.
Mientras que el transporte en las membranas de carga neutra (B-mercaptoetanol y
la membrana blanco) se comporta de manera similar por a la ausencia de doble
capa, por lo tanto no hay reduccién del diametro efectivo.

En el grafico de la Fig. 4.6 y tabla 4.1 se observan curvas de transporte
semejantes, las membranas funcionalizadas y la membrana blanco poseen similar
tendencia lineal. Esto se debe a que fueron pre-acondicionadas en 0,1 M de KCl y
la membrana blanco en H,O (MiliQ), en estas condiciones las membranas con
carga electrostatica pueden adquirir un A en el orden de 1 nm y 0,3 nm
respectivamente. Para estas concentraciones de electrolito el EDL es
despreciable, no se modifica el diametro efectivo del nanoconducto.

Ademas, a mayor concentraciéon del electrélito se anulan mas
eficientemente las cargas superficiales y el efecto de repulsiéon. En consecuencia,
el transporte no se vera afectado en gran medida. Este efecto también se observo
en los ensayos de CTM realizados en BP (1), en el Cap. Il y lll; donde la
concentracion y naturaleza del electrolito usado permitieron despreciar el EDL y su
efecto.

4.3.2. Analisis por EIS

Por ultimo, se realizd el estudio de EIS sobre las membranas
funcionalizadas. Las condiciones experimentales fueron las mismas que se
detallaron en el Cap. Il. Los graficos complejos de impedancia alcanzados por
estos sistemas se muestran en la Fig. 4.7.
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KCl E-5 M en celda

1400
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Fig. 4.7. Grafico de Nyquist correspondiente a las mediciones de EIS de membranas

funcionalizadas, pre-acondicionada con KCI 0,1 M y 1 E-5 M. Memb-NH3" (triangulo vacio A ),
mem-COO" (cuadrado vacio o) y memb-OH (circulo vacio o ) pre-acondicionadas en KCI 0.1M.
Memb-NH3" (triangulo azul A ), mem-COQ" (cuadrado verde =) y memb-OH (circulo rojo ®) pre-
acondicionadas en KCI 1 E-5 M.

Como se puede observar en la Fig. 4.7 existe una diferencia
significativa entre el comportamiento resistivo de los sistemas evaluados. La
membranas con carga (+) y (-) presentan una resistividad menor cuando son pre-
acondicionadas a alta fuerza i6nica, mientras que la de carga neutra no se ve
afectada, como se observod anteriormente en el analisis de CTM.

Como conclusion general de la utilizacion de las técnicas EIS y CTM, y
de su evaluacion en base al efecto del EDL, los resultados indican que el
transporte a través de los nanoconductos es un fenémeno complejo. Si bien las
técnicas no se correlacionan linealmente con los diametros de poro ni con la
fuerza ionica, las mediciones permitieron inferir el mecanismo de transporte
dominante para los distintos casos y distinguir entre diferentes tipos de
membranas. A escala nanométrica, los efectos de transporte son mas
pronunciados debido a que -entre otros factores- el EDL comienza a ser
comparable a la seccion transversal de los nanoconductos. La longitud de Debye
tipicamente varia de 1 a 100 nm en soluciones electroliticas acuosas en funcion
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de la concentracion de iones. Para altas concentraciones, en el que la longitud de
Debye, es mucho mas pequefia que el tamafio del conducto, la concentracion de
iones dentro de los poros es la misma que el exterior. El apantallamiento
provocado por esta atmoésfera idbnica densa determina que el potencial eléctrico
sea cercano a cero en la mayor parte del nanoconducto, lo cual se traduce en
menores resistencias al transporte. La densidad de carga debe ser lo
suficientemente alta para controlar efectivamente la concentracion de los iones y
la polaridad en los nanoconductos y, en consecuencia, afectar su conductancia o
transporte. Por el contrario, a una concentracion de iones baja, el espesor de la
EDL se solapa en la seccién transversal del poro, con lo que se altera el potencial
eléctrico dentro del mismo. Ademas, los contra-iones se acumulan mientras co-
iones son excluidos del conducto resultando en una solucion unipolar en el interior.
La concentracion media se determina por la densidad de carga superficial, 0s. El
efecto electrostatico influye en todo conducto que tenga diametro cercano a la
longitud de Debye. Si la superficie esta cargada negativamente, el nanoconducto
sera rico en cationes. Por el contrario, superficie cargada positivamente producira
la acumulacion de aniones en el interior del canal. Tales efectos no se observan
en poros de dimensiones en el rango de los micrones debido a su menor relacién
superficie-volumen.

En consecuencia, el efecto de la carga de la superficie, de la
composiciéon iénica y del transporte en nanoconductos conduce a diversos
fenémenos Unicos que no se pueden conseguir a otras escalas y que pueden ser
explotados con el fin de lograr caracterizar materiales con poros nanometricos.
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5. Introduccion

La generacion de nuevos sensores basados en membrana track etched
involucra la modificacién de los nanoporos con diferentes moléculas quimicas
complejas y/o proteinas. Los resultados obtenidos en el Cap. IV permitieron
avanzar en la preparacion de Sistemas biohibridos de polimero y proteina
(SBP&P), usando técnicas de inmovilizacion de macromoléculas. La
caracterizacion de los sistemas preparados se realizé estudiando la funcionalidad

de los mismos.

En este Capitulo se describen generalidades del sistema polimero-
proteina, técnicas de inmovilizacion y los resultados experimentales obtenidos en
la obtencion de estos sistemas biohibridos.

5.1. Inmovilizacion de proteinas sobre los nanoconductos

En los dltimos afos las membranas poliméricas han tenido un especial
interés como soporte para la inmovilizacion especifica de biomoléculas, debido a
la alta area especifica y gran accesibilidad al sitio de interaccion, parametros de
importancia para optimizar la capacidad de union. En el caso de las membranas
de poros perfectos estos parametros se puede optimizar controlando el diametro
de los poros, la estructura y superficie de funcionalizacion.

El interés en estos sistemas se centra en la inmovilizacion de
macromoléculas como DNA y proteinas, para aplicaciones en el area de la
Medicina y Biotecnologia. Aunque también se aplican para inmovilizar particulas
virales [1,2], y enzimas para sistemas cataliticos, como por ejemplo, la
inmovilizacion de glucosil transferasas o fructosil transferasas en membranas PET
[3,4], y de lipasa y lacasa sobre membranas de PVDF [5].

La inmovilizacion de proteinas se realiza en general segun dos metodologias
principales: (i) a través de una union covalente y (i) no covalente.

Independientemente del método de inmovilizacién, la misma busca incrementar la
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estabilidad de la macromolécula, su recuperacion, reutilizacion y posibilidad de
almacenamiento, respecto de la proteina nativa en solucion [6].

En la inmovilizaciéon covalente se requiere la presencia de un sitio de union
sobre la membrana propios, como ocurre en membranas PET y PC, o bien ser
introducidos, mediante diferentes técnicas de modificacion (ver Cap.lll). Como
ejemplo de este tipo de inmovilizacion, se puede citar la inmovilizacion de lacasa
sobre membranas PP [7], alfa amilasa sobre membrana Nylon [8] y lipasa sobre
membranas PE [9].

En la inmovilizacion no covalente la union puede ser de tipo hidrofébica,
hidrofilica o por interaccion electrostatica entre la membrana y la proteina. La
adsorcion mediante fuerzas de Van der Waals es el mecanismo mas simple de
union no covalente. Si bien este tipo de uniones son de sencilla preparacion, al ser
uniones deébiles puede producirse la liberacion de la proteina del sistema [10].
Algunos ejemplos de estos sistemas son la -galactosidasa sobre membranas de
intercambio ionico [11], peroxidasa sobre membranas PP [12] y lipasa sobre
membranas de PSF [13].

5.2. Preparacion de sistemas biohibridos

5.2.1. Materiales y Métodos
Materiales

Se utilizaron membranas provenientes del films PET4 para inmovilizar
GFP y GFP-Cis1, y de PET, para la enzima R-Lactamasa. Los datos de irradiacion
de los Films PET usados se encuentran en la Tabla 1.4.

Las membranas se prepararon con GQ de NaOH 2 M o NaOH 3 M,
C/UV, 10 min y 60°C (PET), denominadas SS144 y SS145, y NaOH 2 M, C/UV,
25 min y 60°C (PET4), denominada SS192. Mientras que la reaccion de PIVRR se
realizé6 en ambos casos con GMA 10%, 60 °C, 2,5 h y un tp-GQ menor a 30 min
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(denominadas en adelante Memb-pGMA). La reaccion de cisteamina se realizd

segun se describe en el Cap. Ill.

Metodologia

5.2.2. Obtencioén de proteinas recombinantes

La GFP y GFP-Cis1 fueron obtenidas a partir de la expresion de cepas
E. coli BL-21 (DE) conteniendo el plasmido de expresion pET-28a(+) con el gen
de GFP con un tag de 6 histidinas en el N-terminal (GFP) y con el gen de GFP
mas el tag His-Cys-His-Ser-His-Ser (GFP-Cis1). Ambas cepas transformadas
fueron crecidas en agar LB (triptona 10 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 10 g/l y
glucosa 2 g/l) con ampicilina 100 pyg/ml a 37 °C O.N. Posteriormente se inoculd
una colonia de cada cepa, por separado, en 200 ml de medio LB y 20ul de
ampicilina (100 mg/ml) y dejo crecer a 37 °C, 200 rpm O.N. Este cultivo fue usado
como preinoculo para la produccion de las proteinas GFP y GFP-Cis1. Las
mismas se produjeron en el biorreactor de 5 L BioFlow Ill (New Brunswich), con 3
L de medio Reisemberg [14]. La purificacibn de las proteinas expresadas se

realizd como describe Kikot P. et al [15].

La enzima p-Lactamasa fue generosamente donada por el Dr.

Ermacora de la Universidad Nacional de Quilmes.

Las reacciones de inmovilizacion de GFP se realizaron en tubos tipo
Eppendorf de 2 ml, utilizando muestras de membranas de secciones rectangulares
de membrana modificada de 0,7 x 3 cm y para p-Lactamasa en secciones

circulares de 0,5 cm de diametro.

Se utilizé la relacion RFU/masa para GFP, descripta en el Cap. |l
(19629 RFU = 1,16E-13 moles GFP) y para GFP-Cis1 se utilizd una relacion de
15284 RFU = 1,58E-13 moles GFP-Cis1. La relacion se obtuvo mediante la

determinacion de la concentracion de proteina por Bradford y fluorescencia con el
[145]

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


CAPITULO V

Nanodrop 3300, datos no mostrados, (considerando el volumen tedrico de medida
del Nanodrop de 126 nl).

5.2.3. Inmovilizacion Monopuntual de GFP-Cis1

I. Preparacién de una solucién stock GFP-Cis1 de 1 mg/ml en BP (1). Se
adiciona DTT 1M BP (1), en relacién 10 uyl DTT/ml de solucién de proteina.,
y se la deja 1 h.

.  Acondicionamiento de la solucion stock de proteina. La mezcla GFP-Cis1 +
DTT se pasa por una columna PD-10, de columna de desalado, equilibrada
con BT.

Ill.  Preparacion de la solucion de GFP-Cis1, de 5y 10 ug/ml en B. Tris 50 mM,
pH 7,5 (BT), por dilucion de la solucion stock de proteina acondicionada.

IV. Incubaciéon de la Memb-pGMA en 2 ml de la solucién de GFP-Cis1 en
agitacion constante y Tamp. por 4 h.

V. Lavado alternado de las muestras con 10 ml de BT, H,O (d)y BP (1).

VI. Almacenamiento en BP (1) a 8°C.

5.2.4. Inmovilizacion Multipuntual, por pre- activacion con
Glutaraldehido

I. Preparacién de soluciones de glutaraldehido de 0,25 y 2,5 % (Stock 50%)
en BP 200 mM, pH 7 (BP (2)).

II. Incubacion O.N. de la membrana funcionalizada (Memb-cisteamina) de
seccion 0,7 x 3 cm en 2 ml de las soluciones de glutaraldehido con
agitacion constante.

Ill.  Lavado alternado de las muestras con 10 ml de BP (2), H2O (d) y BP (1)

I\V.  Almacenamiento en BP (1) a Tamp.

Membrana denominada Memb-Gluta.

Inmovilizacion Multipuntual de GFP y RB-Lactamasa
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I.  Preparacion de una solucion de proteina de 50 ug/ml en BP (1).
1. Incubacién de la Memb-Gluta en 2 ml de la soluciéon de la proteina, con
agitacion constante a temperatura ambiente, O.N.
lll. Lavado alternado de la muestras con 10 ml de BP (1), de B.P (2), de H;O
(d) y nuevamente BP (1).

IV. Almacenamiento en BP (1) a 8°C.

5.3. Caracterizacion de los sistemas biohibridos

La caracterizacion de los sistemas se realizé mediante técnicas que
permitan detectar la actividad o fluorescencia de la proteina inmovilizada.

Los sistemas Memb-GFP se caracterizaron mediante fluorescencia
directa sobre las membranas, usando el Nanodrop 3300 como se describe en el
Cap. Il. Las medidas fueron realizadas por quintuplicado, los valores de las
muestras fueron corregidos por el valor del blanco (correspondiente a la
membrana sin pGMA incubada en GFP o GFP-Cis1), convertidos a moles de
proteina, usando la relacion mencionada en M y M. Los valores fueron
promediados y graficados con su correspondiente +/- SD.

Los sistemas Memb-f3-Lact. se caracterizaron mediante la cuantificacion
de un producto fluorescente generado por la actividad hidrolitica de la enzima 3-
Lactamasa, sobre el sustrato comercial Fluorocillin™ (Fig. 5.1). El mismo produce
un producto soluble y fluorescente con un maximo de emision en 525 nm.

Fluorocillin™ G

R—h_¥ PORY) g
Y= Fluoroforo principal ' B-Lactamasa R— B + Y
R= Grupo de uno o mas atomos /,_,__,__ N 2 \
G= Entrecruzador opcional 7 Fluoréforo

Al F:I R-lactami N
nillo [b-lactamico
o OH

Fig.5.1. Esquema de la accion hidrdlitica de la B-Lactamasa sobre el Fluorocillin™.
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El sustrato comercial Fluorocillin™ se utiliz6 en una concentracion de
10 pg/ml (stock de 250 pg/ml en DMF) y volumen de reaccién de 100 pl en BP
salino (30 Mm pH 7 + 0,15 M NaCl). La actividad enzimatica se siguié mediante la
cinética de hidrolisis del mismo en un rango de tiempo de 1 h, las mediciones se
realizaron en intervalos de 5 minutos, en la longitud de emision maxima (525 nm).

Se realizaron ensayos de estabilidad de almacenamiento.

5.4. Resultados y discusion

El PET es un polimero que ademas de poseer una elevada resistencia frente
a agentes quimicos, tiene una gran transparencia y menores costos de
fabricacion. Es un material biocompatible, hemocompatible y antimicrobiano, por lo
cual, es empleado en diversas aplicaciones bioldgicas. No obstante, para lograr la
inmovilizacion especifica de biomoléculas se necesita modificar y funcionalizar la
superficie y tales procesos pueden influir sobre propiedades como Ia
biocompatibilidad y funcionalidad [16-20].

En este Cap. se usé la inmovilizacién covalente de tipo monopuntual y
multipuntual, para inmovilizar GFP y B-Lactamasa, sobre Memb-pGMA preparadas
en los Cap. precedentes. Se selecciond la inmovilizaciéon covalente, de tipo
puntual que utiliza la reaccion epoxi (del pGMA) y tiol (de la proteina) y la
inmovilizacion multipuntual con glutaraldehido. Esta ultima es una de las técnicas
mas populares para inmovilizar proteinas y enzimas [21-25].

5.4.1. Inmovilizacién monopuntual

Se utilizé la membrana SS145 modificada (SS145-pGMA), de diametro de
poro de 226 +/-25 nm. La inmovilizaciéon se realiz6 como se describio en My M
utilizando GFP-Cis1. La fluorometria de las muestras se realizé por quintuplicado y
corregidas por el blanco negativo (membrana sin pPGMA expuesta a la reaccion de
inmovilizacion). Los valores promedio +/- SD se presentan en la Tabla 5.1.
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Tabla.5.1. Determinacion fluorométrica de los sistemas Memb-GFP-Cis1, evaluado a dos

concentraciones distintas.

GFP-Cis1 RFU RFU GFP-Cis1
Conc. ug/ml GFP-Cis1 inmov. Blanco fmoles/mm2
S 4692 +/- 354 3630 64 +/- 21
10 6437 +/-5 6378 3,6 +/-0,3

Como se observa en la Tabla 5.1 se detecto una mayor cantidad de proteina
unida a la menor concentracién evaluada. Sin embargo, considerando que la
membrana blanco tuvo valores altos de fluorescencia. Se deduce que existe una

unién no covalente, de tipo hidrofébica entre la proteina y la membrana [10].
5.4.2. Inmovilizacion multipuntual de GFP

La inmovilizacién de GFP se realiz6 en las membranas SS144 y SS145
modificadas, de didmetro de poro 130 +/- 23 y 226 +/-25 nm, respectivamente. La
caracterizacion fue realizada de manera similar al sistema anterior. Para realizar
esta técnica el soporte debe poseer grupos aminos para lo cual se realiz6 el
acoplamiento de cisteamina segun se describe en el Cap. IV. Respecto de la
proteina no se requiere que posea un tiol libre, por lo que se utilizé la proteina
GFP estandar.

Esta inmovilizacion se realizé utilizando glutaraldehido como reactivo de
acoplamiento. La estructura quimica exacta que toma el glutaraldehido al unirse al
soporte aun esta en discusion. Se describieron 13 estructuras quimicas diferentes
que puede adoptar este en solucion, dependiendo del pH, concentracion y
temperatura. En soluciones diluidas y en el rango de pH de 3 a 8, predomina la

conformacion ciclica de hemiacetal (ver Fig. 5.2) [26].

0 (0] Ciclacion
M
H H ()

HO OH

Glutaraldehido

Fig.5.2. Estructura y ciclacién del glutaraldehido en soluciones diluidas y en el rango de pH de 3 a
8.
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En estas condiciones el reactivo puede formar también mezclas de
dimeros y monémeros, por lo cual la reaccion puede suceder entre una o dos
moléculas de glutaraldehido por grupo amino; el dimero tiene mayor reactividad,
logrando inmovilizar macromoléculas a una mayor velocidad respecto del
monomero. Sin embargo, las propiedades de la macromolécula inmovilizada no se

ven afectada por la forma reactiva del glutaraldehido [27-28].

Las medidas obtenidas por la inmovilizacion multipuntual fueron expuestas

en el grafico con su correspondiente +/- SD (ver Fig. 5.3).
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T 50

GFP a concentraciones de
— 2 glutaraldehido 0,25 y 2,5%.
0,25 0,25

% Glutaraldehido

El grafico de la Fig. 5.3 muestra que la mejor condicion de inmovilizacion a
tiempo O.N. corresponde a la concentracion de glutaraldehido 2,5 %, en ambas
membranas evaluadas. La membrana de mayor diametro de poro muestra una
mayor inmovilizacion de GFP. En este ensayo la cantidad de proteina inmovilizada
fue mayor a la del ensayo anterior, ademas el valor correspondiente al blanco
negativo de la reaccion obtenido fue mas bajo a comparaciéon del ensayo de
inmovilizacion monopuntual (datos no mostrados).

Adicionalmente se evallo la cinética de inmovilizacion de ambas membranas
en un rango de tiempo de 1,5 a 15 h, para la condicién de glutaraldehido 2,5 %.
Las mediciones se realizaron por quintuplicado en el Nanodrop y los valores
obtenidos fueron corregidos por el blanco correspondiente, promediados vy

expuestos en el grafico de la Fig. 5.4.
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Fig.5.4. Cinética de inmovilizacion con 2,5% de Glutaraldehido. Membrana de 130 nm (SS144) y
226 nm (SS145) de diametro de poro.

Como se observa en la Fig. 5.4 el tiempo éptimo de inmovilizacion fue 8
h para ambas membranas. A tiempos mayores no se aprecian diferencias

significativas.

El sistema biohibrido Memb-GFP de 226 nm de diametro de poro fue
analizado con un microscopio confocal. Las micrografias de fluorescencia se

adquirieron de manera similar a la descripta en el Cap. lll (Fig.5.5).

Fig.5.5. Micrografia confocal de la membrana
(SS145 modificada) con GFP inmovilizada, con
glutaraldehido 2,5 %, durante 8h, (Zoom total
240x).

En la micrografia de fluorescencia (Fig. 5.5) pueden observarse que la GFP
esta localizada especificamente en los poros, y no distribuida en el resto de la
superficie. Este resultado junto con la cuantificacién fluorométrica realizada en el
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Nanodrop 3300, confirman la inmovilizacion la proteina dentro de los conductos.

En la Fig. 5.6 se esquematiza la reaccion de inmovilizacion involucrada.

Activaci6n con Inmovilizacién
Glutaraldehido de GFP
—.———> e 5
— 8 - s
Ok = ; N — | R /
______ o T WL,
: A ¢ | 5 R
Membrana funcionalizada N o o 0 N 8 L L n/ s
con Cisteamina. NE AN @~ o R
e N { N
e -
@

Fig.5.6. Esquema de preparacion del sistema biohibrido mediante inmovilizacion multipuntual.
(Memb-GFP).

El sistema biohibrido Memb-GFP fue evaluado a distintos pHs en un
rango de pH 4 a 9. El ensayo consisti6 en incubar durante 5 min secciones
circulares (0,56 cm de diametro) del sistema biohibrido en tubos tipo Eppendorf,
con 1 ml de BP de distintos pHs. Las muestras resultantes se evaluaron por
fluorometria directa y por triplicado. Como comparacion, se utilizd una solucion de
GFP de igual concentracion (31 ug/ml) en los distintos pHs. También se comparo
con un sistema Memb-cisteamina-FITC, preparado a partir de la membrana SS145
(segun las condiciones descriptas en el Cap. lll). Los valores medidos se
representan como el promedio +/- SD (ver Fig. 5.7).
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Fig.5.7. Grafico de la respuesta fluorescente porcentual, a cambios de pH del entorno. A- Sistema
Memb-GFP y B- Sistema Memb-cisteamina-FITC.

Como se puede observar en el grafico de la Fig. 5.7.A el sistema
Memb-GFP responden a los cambios de pH de manera similar a la GFP, con una
menor sensibilidad al pH. Mientras que el sistema Memb-cisteamina-FITC
(Fig.5.7.B) no responde a estos cambios, a diferencia del reactivo fluorescente en
solucion. Este efecto se podria asignar a un efecto de “apilamiento” o agregacion
de las moléculas de FITC en un espacio reducido, interfiriendo en la respuesta de
fluorescencia. Ambos fluoréforos tienen una baja emision de fluorescencia a pHs
acidos y alta a pHs basicos. Sin embargo en forma inmovilizada, en las paredes
de los conductos, solo la GFP responde a los cambios de pH.

Inmovilizacion de B-Lactamasa

El sistema biohibrido Memb-B-Lact. se prepar¢ utilizando la membrana
SS192-pGMA, con un tamafio de poro de de 340 +/- 12 nm. El procedimiento
utilizado para la inmovilizacion fue el multipuntual utilizando las condiciones
optimas determinadas para GFP (2,5% glutaraldehido y 8 h de inmovilizacion).
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El sistema resultante se caracterizo a traves de la actividad enzimatica
utilizando el sustrato comercial Fluorocillin™.

Inicialmente se determind la correlacion entre la cantidad de la enzima
libre y la fluorescencia del producto a un determinado tiempo de incubacion, para
poder cuantificar a la enzima a partir de la cantidad de sustrato convertido (Fig.
5.8). Se considera que no existen limitaciones difusionales adicionales en el caso
de los sistemas Memb-B-Lact, en las condiciones del ensayo. En el rango

estudiado la correlacidn fue lineal.

16000 1
14000 1
12000 1
10000

8000 +

RFU/ min

6000 4
4000 A

2000 -

0 2 4 6 8 10 12 14 16

B-lactamasa (ng)

Fig.5.8. Actividad enzimética de B-Lactamasa a diferentes concentraciones.

Seguidamente se realizé el ensayo de actividad enzimatica del sistema,
utilizando secciones circulares de diferentes diametros, denominados MG (0,7
cm), MM (0,5 cm) y MC (0,3 cm). Al variar el tamafo del sistema se modifica la
cantidad de enzima inmovilizada. Para descartar el posible efecto de hidrdlisis del
sustrato inducido por la membrana utilizada como soporte o por hidrdlisis
espontanea, se realizaron los blancos de reaccidon correspondientes, con Memb-
pGMA sin enzima inmovilizada (denominados blanco-MG, blanco-MM y blanco-
MC) y del sustrato solo (denominado blanco-sustrato). Los resultados obtenidos se

representan en la Fig. 5.9.
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Fig.5.9.A- Determinacién de la actividad enzimatica de p-lactamasa, a distintas cantidades de
enzima inmovilizada: e Seccién circular de 0,7 cm (MG); o Seccién circular de 0,5 cm (MM); ¥
Seccion circular de 0,3 cm (MC); B- Blanco negativos de las reacciones correspondientes con
Memb-pGMA (ec ¥ ). A sustrato solo.

En el grafico de la Fig. 5.9.A se puede observar la actividad enzimatica
de las distintas secciones de Memb-Lact. En cada uno se observa un incremento
lineal y proporcional de las RFU en funcién del tiempo. Ademas se observa que la
actividad enzimatica (determinada por la pendiente de la curva) incrementa
conforme lo hace el area de seccion, indicando que la enzima esta
homogéneamente distribuida en la membrana. Mientras que en el grafico B de la
misma figura (5.9) se presentan los resultados obtenidos para los blancos de
reaccion, donde solo se observa un leve aumento de las RFU que indica una
hidrolisis espontanea del sustrato. Ademas se observa, en ambos graficos que la
cinética inicia a un valor de RFU distinto de cero, lo cual indica que el sustrato se
encuentra parcialmente hidrolizado.

Con los resultados obtenidos en la determinacién de la actividad
enzimatica del sistema, y la curva de la actividad enzimatica de la enzima, se
determind la cantidad de enzima inmovilizada en las distintas secciones
evaluadas. Ademas, considerando el PM de la enzima (30 kDa), se calculo la
relacién fmoles P-Lact./mm? correspondientes a las distintas secciones de

muestra, los resultados se exponen en la Tabla 5.2.
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CAPITULO V

Tabla.5.2. Cantidad de enzima inmovilizada en las Memb-f3-Lact.

Secciones del sistema

ng B-Lactamasa

ng B-Lactamasa/mm?2

fmoles B-Lac/mm?2

MG 139 0,036 1,204
MM 0,64 0,033 1,087
MC 0,25 0,035 1,179

De los datos de la Tabla 5.2 se determina que la cantidad promedio de
p-Lactamasa por area de membrana corresponde a 1,157 +/- 0,061 fmoles f-

2

Lactamasa/mm*“. Mientras que de la fluorometria del sistema Memb-GFP se

obtuvo una relacién de 100 veces mayor (147 fmoles GFP/mm?). Sin embargo hay

gue considerar que en este caso la cantidad de B-Lactamasa corresponde a la

cantidad de enzima activa.

Seguidamente se estudié la determinacion de los parametros cinéticos
de la enzima libre e inmovilizada, utilizando el modelo de Michaelis Menten. La
curva se realizo utilizando el sustrato en el rango de 4,5 a 27 nM, para la Memb-f3-
Lact. MM y la enzima libre.

Los valores obtenidos para el sistema Memb-p-Lact MM se presentan
en el grafico de doble inversa de la Fig. 5.10. Se determind la Vs« de reaccion y la
constate Ky, que representa la afinidad de la enzima por el sustrato.

Sistema (Membrana-B- m
latamasa) " : -
Sustrato

aF 2
/ Enzima inmovilizada
P

0.0025

~

-~

e Vmix= 2500 RFU/min

Km: 0,015uM
2.0015 - 5 7 \ )

e % Enzima libre
. p =
Vmax= 10000 RFU/min

. Km= 0,09 uM
)/

200054 &

2.0010 4 Py -

1/ velocidad (RFU"/min™)

1] 50 100 150 200 250

1/ Conc. Del sustrato (uM™)

Fig.5.10. Actividad enzimatica del sistema biohibrido en funcion de la concentracion.
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A partir de los datos obtenidos en el grafico de la Fig. 5.10 se pudieron
determinar los parametros cinéticos correspondientes, usando el modelo de
Michaelis Menten. El comportamiento cinético de la enzima inmovilizada fue
levemente diferente al de la enzima libre, obteniéndose una Vmax cuatro veces
mas pequefia (2500 RFU/min y 10000 RFU/min respectivamente). Este
comportamiento es esperable ya que la inmovilizaciéon puede alterar
significativamente el comportamiento cinético de las enzimas y su actividad. La
misma puede verse afectada, por ejemplo, por efectos difusionales, estéricos y del
microentorno provocados por la inmovilizacion [10]. Por otro lado el valor de la
constante K, obtenido para el sistema biohibrido, fue aproximadamente 4 veces
menor al obtenido para la enzima libre, indicando que la union enzima-sustrato (E-
S) tiene una mayor afinidad por el sustrato. Los resultados obtenidos se
corresponden con lo que generalmente se obtiene cuando se inmoviliza una

enzima a un soporte [29].

Se evaluo la estabilidad frente al almacenamiento y conjuntamente el
reuso del sistema. El mismo se realizé almacenando el sistema Memb-B-Lact.
MM, durante 45 dias en BP a 8 °C, asimismo se mantuvo en las mismas
condiciones una cantidad similar de la enzima en BP. Las muestras se evaluaron a
través de la actividad hidrolitica sobre el sustrato comercial, como se describio

anteriormente. Los resultados se exponen en la Fig. 5.11.

10000

mmm 0 dias almacenados
== 45 dias almacenados (8°C)
8000 4 =3 45 dias almacenado (-20°C)

6000 -

4000 -

RFU/min

2000 -

; -

Memb-f-Lact p-Lact. libre p-Lact. Libre (2)

Fig.5.11. Determinacion de la estabilidad al almacenamiento.
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Como se puede observar en el grafico de la Fig. 5.11 el
almacenamiento durante 45 d a 8 °C no modifico la actividad del sistema Memb-§3-
Lact., mientras que la enzima libre se vio reducida en mas del 90%, al igual que la
enzima almacenada a -20°C.

Los datos obtenidos en la caracterizacion muestran que el sistema
biohibrido Memb-f-Lact. posee una gran estabilidad al almacenamiento a 8°C en
BP. Esto le confiere una importante propiedad de reuso, ademas de las ventajas
de facil manipulacion y control de la reaccién que ofrece el sistema.

De los resultados obtenidos en este Capitulo se puede enunciar las
siguientes observaciones:

Para el caso del sistema membrana-proteina fluorescente (Memb-GFP),
se obtuvo un material con un perfil de respuesta fluorescente al pH, similar al de la
proteina libre. Este resultado demuestra la potencialidad del material como un
potencial sensor de pH. Actualmente este tipo de sensores son de gran interés,
dada la importancia de la determinacién del pH en el medio de reacciéon en
pequefios voliumenes y con materiales descartables. Ademas el sistema
desarrollado en base a la fluorometria incrementa la sensibilidad de medicion y
permite la miniaturizacion del sistema [30].

Mientras que el sistema Memb-B-Lact. muestra la posibilidad de
inmovilizacion de enzimas para potenciales aplicaciones de sistemas sensores
enzimaticos. La preparacion de este sistema requirid cantidades minimas de
enzima por area de membrana (0,5 mg/cm?), en relacion a otros sistemas
descriptos en la literatura. Por ejemplo, Teke et al [31] describid la inmovilizacion
de ureasa en membranas track-etched de nylon utilizando una relacion de 1,6
mgfcmz, mientras que Koolpal et al [32] describi6é una relacion de 15 mgfcmz, enla
inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa. Al comparar la cantidad de enzima
activa inmovilizada por area de membrana, el sistema resulto poseer una relacion
mil veces menor (3,3-3,6 ng/cm?), respecto al sistema presentado por Sternberg et
al [33], que obtuvo una relacién de 3,8-13 ug/cm?, en la inmovilizacién de glucosa

oxidasa sobre membranas de acetato de celulosa.
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Conclusiones

El trabajo de tesis consistio en la preparacion de membranas PET
funcionales a través de la técnica PIVRR. De acuerdo a nuestro conocimiento, la
misma constituye uno de los primeros trabajos cientificos en el tema.

En el Cap. | se describieron los efectos de la radiacién con SHI sobre
los polimeros y las condiciones Optimas para lograr membranas de poros
perfectos.

En el Cap. Il se describieron y preparon experimentalmente membranas
de diferentes diametros de poro, en un rango de 25 nm a 500 nm, segun las
condiciones de grabado utilizadas. Se obtuvo una condicion 6ptima de GQ
utilizando NaOH 2 N, 60°, c/UV y 10 min de incubacién, a la cual se obtienen
membranas con mejores propiedades de transporte. Los estudios de microscopia
electrénica mostraron que las membranas obtenidas tienen conductos cilindricos,
individuales y no conectados entre ellos. Para su estudio funcional se desarrollo
ad hoc un sistema de microceldas de transporte (MCD) que permitié estudiar el
transporte de masa, adaptando un pequeio espectrofluorometro de estado solido
de elevada sensibilidad fluorométrica. Mientras que la técnica de EIS permitid
estudiar propiedades de los conductos.

En el Cap. lll se analizaron diferentes alternativas de modificacion de
las membranas track-etched de PET, por métodos de polimerizacién por injerto.
Para el estudio de los diferentes métodos fue necesario desarrollar una nueva
metodologia, no descripta en literatura, con la sensibilidad suficiente para poder
seqguir el proceso de modificacion. En la que se utilizé un conjunto de reacciones
quimicas de alto rendimiento, un reactivo fluorescente y un espectrofluorometro,
que permitid realizar medidas de fluorométricas directas, sobre las membranas
track-etched.

La quimica de derivatizacion desarrollada, en base al grupo epoxi del
pGMA vy el grupo tiol del reactivo cisteamina, y posterior marcacion fluorescente
con FITC, permitié cuantificar de manera indirecta la modificacion y revelar la
ubicacion especifica del mismo. Esta no habia podido ser detectada por otras
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CAPITULO VI

técnicas, como FTIR-ATR, por encontrarse por debajo del limite de sensibilidad.
Asimismo se demostré que la modificacion por injerto es muy robusta, ocurriendo
en el 100% de los conductos y en todo su volumen. Adicionalmente no se detectd
la presencia de homopolimero y los conductos no fueron obstruidos en ningin
caso.

Utilizando esta técnica fluorométrica fue posible el seguimiento y
optimizacion de la modificacion por injerto via radicales remanentes. En base a
ello se obtuvo que las mejores condiciones de modificacion fueron: 60°C, 10%
GMA, tp-GQ inmediato (menor a 30 min) y 2,5 h de polimerizacion, que permite
introducir pPGMA sobre el PET, especificamente sobre las paredes internas de los
nanoconductos.

En el Cap. IV se obtuvieron membranas con permeabilidad selectiva,
con diferente carga superficial, PET-pGMA-cistemina (Memb-MH3"), PET-pGMA-
ac. tioglicdlico (Memb-COO") y PET-pGMA-B-mercaptoetanol (Memb-OH). La
permeabilidad de la Fluoresceina (analito en estudio) se vi6 alterada en las
diferentes membranas, al controlar el espesor de doble capa y su efecto, mediante
ajustes en la concentracién del electrolito de pre-incubacion (KCI).

Por ultimo, en el Cap. V se obtuvieron sistemas de membranas
biohibridas, mediante la quimica de inmovilizacion mono y multipuntual covalente
de proteinas, utilizando dos quimicas diferentes. La inmovilizacibn monopuntual,
se realizé empleando la reaccion epoxi-tiol, entre el epoxido del pGMA (injerto en
el conducto) y el grupo tiol- de la proteina. Mientras que en la inmovilizacion
multipuntal se utiliz6 glutaraldehido, empleando membranas PET-pGMA-
cistemina. La condicion oOptima de inmovilizacion correspondié a 2,5 %
Glutaraldehido, en BP 200 mM pH 7 y una incubacion de 15 h.

El sistema Memb-GFP se evalué como un potencial sensor fluorescente
de pH. Determinandose que el perfil de respuesta fue similar al de la proteina libre.
Mientras, que el sistema Memb-B-Lactamasa se evalué como sistema
biocatalitico. La actividad catalitica del sistema presento una menor Vmax, pero
mayor afinidad respecto de la enzima libre. Ademas, evidencio una elevada

estabilidad de almacenamiento a 8°C, con una pérdida de actividad menor al 5%,
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CAPITULO VI

en relacion a la enzima libre, la cual tuvo una reduccion mayor al 90%, al cabo de
45 dias de almacenamiento. Las propiedades adquiridas, como la facilidad de
recuperacion de la enzima y posibilidad de reuso, sin afectar significativamente el
rendimiento de la misma, hacen al sistema interesante en su aplicacion para el
desarrollo de sistemas enzimaticos.

Los sistemas biohibridos desarrollados en este trabajo,
independientemente de la concentracion de proteina inmovilizada presentan
caracteristicas diferenciales a los soportes biocataliticos standard, que es la
localizacion especifica de las proteinas en el interior de los poros y que se suman
a las ya conocidas propiedades de las membranas track-etched, perfecto control
del diametro y cantidad de canales/poros disponibles por area de membrana. La
presencia de canales/ poros individuales y no interconectados permite imaginar
nuevas aplicaciones, donde la distribucion geométrica de las enzimas
inmovilizadas juegue un rol importante en el ensamblado de una secuencia de

reacciones acopladas.
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